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Preface 



Dans le contexte post-genomique actuel, la recherche en biologie doit faire face a 
de nouveaux defis et etendre ses domaines d' investigation vers des niveaux de 
complexity croissante. II s'agit notamment de determiner la structure et la fonction 
de toutes les proteines encodees dans les genomes etudies, de comprendre les 
processus de controle de l'expression differentielle de ces proteines dans les diffe- 
rents types de cellules d'un organisme vivant, de mettre en evidence les inter- 
actions proteine/proteine en relation avec leur implication dans les phenomenes 
biologiques (proteomique) ou encore de decrire de maniere quantitative le fonc- 
tionnement moleculaire d'un organisme dans ses etats normaux et physiopatho- 
logiques. Ce dernier domaine d' etude constitue, dans la mouvance scientifique 
actuelle, 1' etude du physiome ou physiologie genomique. Cette physiologie geno- 
mique a pour objectif de decrire le fonctionnement des organismes vivants en allant 
du genome vers le proteome et le metabolome jusqu'a la caracterisation du fonc- 
tionnement integre des cellules, des tissus et des organes. Cette etude de systemes 
metaboliques complexes repose sur le developpement de modeles comprehensibles 
des systemes biologiques par des methodes de modelisation mathematique, un 
domaine aujourd'hui en plein essor, et sur l'utilisation de la cinetique enzymatique 
pour obtenir les donnees quantitatives necessaires pour cette analyse. La cinetique 
enzymatique a pour objectif d'identifier et de decrire les mecanismes de reaction en 
etudiant leur vitesse et les flux metaboliques. En partant des enzymes isoles et en 
allant vers des systemes metaboliques organises et integres, les methodes de 
cinetique enzymatique permettent de decrire de maniere quantitative les proprietes 
catalytiques des enzymes et les mecanismes de leur regulation. 

Historiquement, les lois gouvernant la vitesse des processus chimiques ont ete 
decouvertes empiriquement dans le courant du xix e siecle et les explications theo- 
riques rendant compte des observations phenomenologiques sont apparues au debut 
du xx e siecle, sur la base des decouvertes de la physique moleculaire, de la thermo- 
dynamique chimique et statistique et de la mecanique quantique. La cinetique 
enzymatique utilise les theories et les decouvertes de la cinetique chimique pour la 
description et l'etude des mecanismes des reactions catalysees par des enzymes, les 
catalyseurs biologiques, qui sont essentiellement des proteines comportant des sites 
actifs catalytiques. Dans les etudes biochimiques fondamentales, les methodes 
cinetiques sont combinees avec des etudes structurales et des methodes de biologie 
moleculaire, telle la mutagenese dirigee, afm d'aboutir a une description du 
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mecanisme reactionnel au niveau atomique. Ainsi, la cinetique enzymatique est un 
outil important et necessaire dans de nombreuses etudes biochimiques mais sa 
nature quantitative et sa capacite a prevoir revolution d'un processus biochimique 
au cours du temps, en font egalement un element de base de la biotechnologie. 

La cinetique enzymatique constitue done une part importante de la culture et de la 
connaissance biochimique que les etudiants en biologie, quelle que soit leur specia- 
lisation, devraient acquerir au cours de leur cursus. II existe plusieurs ouvrages 
classiques de cinetique enzymatique en anglais (SEGEL, CORNISH-BOWDEN, 
GUTFREUND) qui constituent une source de formation et d' information suffisam- 
ment detaillee et complete de ce type d'approche. Toutefois, la situation en langue 
francaise est differente. L'excellent ouvrage de J. PELMONT intitule Enzymes donne 
une bonne description de l'enzymologie, mais principalement de ses aspects 
qualitatifs. Le but de notre ouvrage est de fournir un manuel de reference pour la 
cinetique enzymatique, complementaire de celui de PELMONT. Dans ce but, nous 
avons traduit et adapte le livre d'Athel Cornish-Bowden intitule Fundamentals 
of Enzyme Kinetics en utilisant le materiel du cours d'enzymologie donne a 
1'Universite Joseph Fourier de Grenoble par Valdur SAKS et Marc JAMIN. Ce livre 
commence par une description des principes simples de la cinetique chimique et de 
la thermodynamique et comprend une description detaillee de la cinetique dans des 
conditions d'etat stationnaire pour les enzymes a un ou a plusieurs substrats, des 
phenomenes d'inhibition et d'activation, de la regulation allosterique et de la 
cooperativite dans les reactions enzymatiques. II aborde les systemes multienzy- 
matiques et 1' analyse du controle metabolique en presentant une analyse soigneuse 
des applications pratiques de ces methodes. Nous esperons que ce nouvel ouvrage 
comblera le vide existant dans la litterature en langue francaise et sera utile aussi 
bien pour les etudiants de licence et de master que pour les chercheurs dans tous les 
domaines de la biologie. 

Les auteurs remercient tout particulierement Leonard CHAVAS qui, au cours de sa 
maitrise de biochimie a 1'Universite Joseph Fourier de Grenoble, a contribue de 
maniere importante a la traduction et a l'adaptation des premiers chapitres de ce 
livre, ainsi que Madame Simone JEROME et Monsieur Philippe MOTTET de la 
Bibliotheque des Sciences de 1'Universite Liege pour leur aide dans la consultation 
de documents concernant Victor HENRI. 

Athel CORNISH-BOWDEN 
Marc JAMIN 
Valdur Saks 



1 - PRINCIPES DE 3A5E DE LA CINETIQUE CHIMIQUE 



1.1. Introduction 

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques qui jouent un role central dans le 
monde vivant. Les reactions essentielles pour le fonctionnement d'un etre vivant 
sont trop lentes et sans la presence de ces catalyseurs, la vie telle que nous la 
connaissons aujourd'hui ne serait pas possible. Qu'il s'agisse de reactions simples 
comme la formation de bicarbonate a partir d'eau et de dioxyde de carbone ou de 
reactions complexes comme la replication de l'ADN, chaque reaction chimique se 
deroulant au sein d'un etre vivant est catalysee par un ou plusieurs enzymes 
specifiques. Les enzymes sont des macromolecules, des proteines ou des ARN (les 
ARN catalytiques sont plus correctement denommes ribozymes), qui reconnaissent 
specifiquement certaines molecules et accelerent les reactions de transformation de 
ces molecules suffisamment pour que leur vitesse devienne compatible avec le 
fonctionnement de l'organisme. Un second role essentiel joue par les enzymes est 
d'assurer le couplage physique entre reactions endergoniques et reactions exer- 
goniques et de permettre ainsi de maintenir les systemes biologiques dans des etats 
hors d'equilibre, egalement indispensables pour le maintien de la vie. 

La comprehension du mecanisme moleculaire des processus biologiques reste un 
des objectifs majeurs de la biologie moderne. En particulier, l'etude des reactions 
enzymatiques vise a comprendre les mecanismes reactionnels mais aussi a etablir 
de maniere quantitative comment un enzyme est capable d'accelerer specifique- 
ment une reaction chimique. Puisque les enzymes agissent en modifiant la vitesse 
des reactions, il est necessaire d'etudier la cinetique des reactions pour comprendre 
leur mode d'action. Dans ce premier chapitre, nous allons commencer par rappeler 
les conventions et les concepts de base de la cinetique chimique, qui seront utiles 
pour la comprehension de la cinetique enzymatique : la vitesse de reaction, les 
notions de reaction elementaire, d'ordre et de molecularite d'une reaction. 

Les conventions d'ecriture des reactions chimiques 

Une reaction chimique est un processus au cours duquel une ou plusieurs substances 
chimiques (molecules) se transforment en une ou plusieurs autres substances 
chimiques, par un rearrangement des electrons et des liaisons entre les atomes 
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constitutifs. Ce processus implique generalement la rupture ou la formation de 
nouvelles liaisons chimiques. Une reaction chimique peut etre representee par une 
equation telle que celle de la figure 1.1 en respectant les conventions etablies. Les 
substrats (reactifs) sont les substances qui disparaissent au cours de la reaction et 
sont representees dans la partie gauche de l'equation. Les produits sont les 
substances qui apparaissent au cours de la reaction et sont representees dans la 
partie droite de l'equation. 



Sens de la 
reaction directe 

Reactif 



Constante 
d'equilibre 



Constante de vitesse 
de la reaction directe 



Coefficient 
stcechiometrique 



Coefficient 
stcechiometrique 



Sens de la 
reaction inverse 




Produit 



Constante de vitesse 
de la reaction inverse 



Concentration 
initiale de A 



Avancement 
de la reaction 



1.1 - Representation schematise d'une reaction chimique et conventions d'ecriture 



Dans ce livre nous suivons autant que possible les recommandations du 
Nomenclature Committee de 1'IUBMB (IUB, 1982). Neanmoins, comme ces 
recommandations permettent une certaine latitude et qu'elles ne couvrent pas 
toujours tous les cas dont nous aurons a traiter, il est utile de commencer par noter 
quelques points qui s'appliquent de maniere generale a ce manuel. Premierement, il 
est essentiel de reconnaitre qu'une substance chimique et sa concentration sont 
deux entires differentes qui doivent etre representees par des symboles differents. 
Les recommandations permettent sans definition prealable, de representer la 
concentration d'une substance par le symbole de la substance entoure de crochets, 
ainsi [glucose] represente la concentration de glucose, [A] represente la concen- 
tration de la substance A... Dans ce livre, nous avons choisi d'utiliser cette 
convention qui peut, dans le cas d'equations complexes, compliquer la notation en 
raison de la multiplication des crochets et des parentheses mais qui a l'avantage 
d'etre utilisee couramment par les etudiants. Puisque l'un des objectifs de ce manuel 
est de fournir aux etudiants une premiere approche vers l'etude des systemes 
enzymatiques, nous avons choisi d'utiliser cette notation courante. En cela, ce 
manuel diverge de la version originale en anglais qui utilise une notation 
simplifiee. Neanmoins, afin d'eviter toute confusion entre le texte et les symboles 
utilises pour les grandeurs experimentales, ces dernieres seront ecrites en italique. 



1 - Princifes de base de la cinetique chimique 



9 



Pour representor les reactifs, nous utiliserons les recommandations de 1'IUBMB et 
designerons les substrats par les lettres A, B, C... et les produits par les lettres P, Q, 
R... Les coefficients stoechiometriques apparaissent comme des nombres qui 
precedent les reactifs et les produits respectifs. La reaction est symbolisee par une 
fleche qui peut etre simple ( — »-) ou double (-<—*-) selon que la reaction est ou non 
reversible. Dans le cas d'une reaction reversible, le sens direct de la reaction est 
defini comme celui de la conversion des substrats en produits (il est represente par 
la fleche dirigee vers la droite) alors que le sens inverse est defini comme celui de 
la conversion des produits en reactifs (il est represente par la fleche dirigee vers la 
gauche). Dans le cas d'une reaction reversible, la definition du sens de la reaction 
est arbitraire, puisque la reaction peut egalement etre decrite par l'equilibre inverse. 
Neanmoins, le sens de la reaction est important pour la definition des grandeurs 
thermodynamiques et doit etre defini precisement lors de l'analyse du systeme. 

Les constantes de vitesse et d'equilibre apparaissent en vis-a-vis des fleches corres- 
pondantes. Pour distinguer ces deux types de constantes, il est recommande de 
suivre les conventions et de representer les constantes d'equilibre par des lettres 
majuscules et les constantes de vitesse par des lettres minuscules. De plus, comme 
nous allons le voir, les reactions enzymatiques consistent presque toujours en deux 
ou plusieurs etapes, et puisque nous aurons besoin de symboles pour faire reference 
a ces differentes etapes, il est necessaire de disposer d'un systeme adequat 
d'indexation afin de preciser quel symbole fait reference a une etape donnee. Les 
recommandations de 1'IUBMB n'imposent aucun systeme en particulier, mais au 
contraire impose de decrire le systeme utilise. Parce que le meme symbole, par 
exemple k 2 , peut etre utilise de diverses manieres dans la litterature biochimique, il 
est prudent de toujours definir clairement ce qu'il signifie. Le systeme utilise dans 
ce manuel est le suivant : pour une reaction comportant n etapes, celles-ci sont 
numerotees 1 , 2 . . . n ; un k minuscule et italique avec un indice positif designe la 
constante de vitesse de la reaction directe dont le numero correspond a l'indice, 
c'est-a-dire que, dans ce cas, k 2 est la constante de vitesse pour la reaction directe 
de la seconde etape de la reaction ; le meme symbole mais avec un indice negatif 
est utilise pour representer la constante de vitesse de la reaction inverse, par 
exemple k_ 2 pour la seconde etape ; un K majuscule et italique avec un indice est 
utilise pour representer la constante d'equilibre (thermodynamique) de l'etape, 
designee par l'indice et typiquement equivalente au rapport des constantes de 
vitesse, c'est-a-dire que K 2 =k 2 / k_ 2 . 

Lorsqu'elles sont necessaires, des indications sur les concentrations des reactifs et 
des produits, ainsi que sur la relation entre celles-ci et l'avancement de la reaction, 
peuvent etre indiquees par des symboles ou des valeurs placees en dessous des 
reactifs et des produits correspondants. Les catalyseurs sont regeneres a la fin de la 
reaction ; ils peuvent etre incorpores dans l'equation a la fois dans les reactifs et 
dans les produits ou apparaitre sous la forme d'une indication placee en vis-a-vis 
des fleches. 
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f.2. LE5 PRINCIPE5 DE 5A5E DE LA ClNETIQUE CHIMIQUE 



1.2.1. Vitesse de reaction et equation de vitesse 



La vitesse d'une reaction chimique est une mesure de la rapidite avec laquelle la 
concentration des reactifs et des produits change au cours du temps. La vitesse de 
la reaction peut etre defmie a partir de la disparition des reactifs ou a partir de 
l'apparition du produit. Si la concentration d'un reactif, representee par [A], varie 
d'une quantite A[A] pendant l'intervalle de temps At, la vitesse est donnee par 
v = - A[ A] I At . En d'autres termes, la vitesse est la variation par unite de temps 
de la concentration de l'une des substances initiales ou finales. 

Si la variation est consideree sur un temps infiniment court, nous obtenons la 
vitesse instantanee de la reaction : 



ou a et p represented les coefficients stoechiometriques de la reaction limitant la 
vitesse. Les deux variations de la concentration definissent la vitesse de la reac- 
tion v, qui peut indifferemment etre defmie en termes d'apparition des produits ou 
de disparition des reactifs puisque chaque molecule de A consommee est convertie 
en une molecule P. Si la reaction implique plusieurs substrats ou plusieurs produits, 
la vitesse de la reaction peut etre defmie vis-a-vis de chacun de ceux-ci. 

L'objectif d'une etude cinetique est de mesurer la vitesse de la reaction consideree, 
et, pour cela, il est necessaire de disposer d'une methode qui permette de suivre 
revolution de la concentration au cours du temps d'au moins un des reactifs ou des 
produits. Ces problemes pratiques seront discutes dans le chapitre 4. Malheureu- 
sement, la mesure de la vitesse dans un seul ensemble de conditions experimentales 
n'est pas suffisante pour determiner le mecanisme d'une reaction. Pour mieux 
comprendre les mecanismes reactionnels, il est necessaire d'etablir les equations de 
vitesse de la reaction, c'est-a-dire d'etablir des equations qui rendent compte de la 
dependance de la vitesse vis-a-vis de la concentration des reactifs, [A], et des 
produits, [P] ou vis-a-vis de certains parametres exterieurs comme la tempe- 
rature, T, la pression, p, ou le pH. 



La condition necessaire pour qu'une reaction chimique se produise entre les reactifs 
est que ces particules entrent en contact, c'est-a-dire qu'elles se rapprochent 
suffisamment les unes des autres pour que la reaction puisse se derouler. On 
concoit aisement que la vitesse d'une reaction soit proportionnelle au nombre de 
collisions entre ces particules. Puisque le nombre de collisions est d'autant plus 
eleve que la concentration des reactifs est elevee, la vitesse de la reaction est 
proportionnelle au produit des concentrations des reactifs. Ces considerations sont 



1 d[A] = 1 dfPJ 
a dt p dt 



[1.1] 



v = f[AJ,[PJ,T,p,pH... 



[1.2] 
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synthetisees dans la loi d'action de masses etablie par Guldberg et Waage 
(1867) : a temperature constante, la vitesse d'une reaction est proportionnelle au 
produit des concentrations des reactifs ou chacune des concentrations entrant dans 
ce produit est elevee a une puissance egale au coefficient stoechiometrique de ce 
reactif dans l'equation chimique de la reaction. 

Ainsi, pour la reaction 2 A + B — P [1.3] 

l'equation de vitesse est donnee par 

v = k[A] 2 [B] [1.4] 

ou k est un coefficient de proportionnalite appele constante de vitesse de la 
reaction. La loi d'action des masses peut se verifier simplement en mesurant l'effet 
sur la vitesse de la reaction de la variation de la concentration d'un des reactifs. 

1.2.2. Mecanleme de reaction et reactions elementalree 

Le mecanisme d'une reaction decrit comment la reaction se deroule. Pour un grand 
nombre de reactions, plusieurs mecanismes sont possibles. Le mecanisme retenu 
doit etre en accord avec la loi de vitesse observee experimentalement, mais plu- 
sieurs mecanismes peuvent avoir la meme loi de vitesse. Les etudes cinetiques 
permettent d'ecarter certains mecanismes mais ne permettent pas d'affirmer qu'un 
mecanisme est le mecanisme correct. Generalement, le mecanisme reactionnel 
retenu sera le mecanisme le plus simple qui soit en accord avec l'ensemble des 
donnees experimentales et toutes les donnees experimentales independantes 
doivent etre utilisees pour defmir le mecanisme le plus plausible. 

Si la reaction se deroule en une seule etape, on parle de reaction elementaire. Dans 
ce cas, l'ordre et la molecularite de la reaction s'evaluent facilement (voir § 1.2.3). 
Neanmoins, de nombreux mecanismes reactionnels sont constitues d'une combi- 
naison de plusieurs etapes, qui s'additionnent pour donner la reaction globale. C'est 
notamment le cas des reactions faisant intervenir des catalyseurs. 

1.2.3. Ordre et molecularite d'une reaction 

Une reaction chimique peut etre classee selon sa molecularite ou selon son ordre. 
La molecularite fait reference au nombre de molecules alterees au cours de la 
reaction. Une reaction de type A — »- P est unimoleculaire (parfois appelee mono- 
moleculaire), et une reaction de type A + B — »- P est bimoleculaire. Les reactions 
de molecularite superieure a deux sont extremement rares, mais, si elle existait, une 
reaction de type A + B + C — »- P serait dite trimoleculaire (ou termoleculaire). 
L'ordre est une description de la cinetique de la reaction qui decoule directement de 
la loi d'action des masses ; il definit le nombre de termes de concentration qui 
doivent etre multiplies pour obtenir l'equation de vitesse de la reaction. Ainsi, dans 
une reaction de premier ordre, la vitesse est proportionnelle a la concentration d'un 
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seul reactif, dans une reaction de second ordre, elle est proportionnelle au produit 
de deux concentrations ou au carre de la concentration d'un seul reactif, et ainsi de 
suite. 

Pour une reaction simple qui consiste en une seule etape ou pour chaque etape ele- 
mentaire d'une reaction complexe, l'ordre est generalement identique a la mole- 
cularite. Toutefois, beaucoup de reactions impliquent une serie d'etapes unimole- 
culaires ou bimoleculaires, et la molecularite globale de la reaction ne correspond 
pas necessairement a l'ordre global de la reaction. En fait, l'ordre d'une reaction 
complexe n'est generalement pas significatif, puisque la vitesse ne peut pas 
toujours etre exprimee comme le produit de termes de concentrations. Comme nous 
le verrons dans les prochains chapitres, cette situation est quasiment universelle 
dans la cinetique enzymatique, et meme la plus simple des reactions enzymatiques 
ne possede pas d'ordre simple. Neanmoins, le concept d'ordre de reaction est tres 
important pour comprendre la cinetique enzymatique, parce que les etapes 
individuelles des reactions catalysees par des enzymes ont habituellement des 
ordres simples ; elles sont de premier ou de second ordre. La fixation d'une 
molecule de substrat sur une molecule d'enzyme est un exemple typique de reaction 
bimoleculaire de second ordre, alors que la conversion du complexe enzyme- 
substrat en produits ou en un intermediate est un exemple typique de reaction 
unimoleculaire du premier ordre. 

Pour une reaction du premier ordre A — »- P, la vitesse v est exprimee par 
l'equation suivante : 

y = df£l =k[A] = k([Ah _ [p]) [15] 
at 

dans laquelle [A] et [PJ represented respectivement les concentrations de A et P 
a n'importe quel temps t, et k represente la constante de vitesse de premier ordre. 
Le second terme de l'equation specifie que la reaction est de premier ordre, 
puisqu'il montre que la vitesse est directement proportionnelle a la concentration du 
reactif A elevee a la puissance 1. Finalement, si au temps initial de la reaction, t = 0, 
la concentration [A] = [A] ,\a stcechiometrie permet de relier les valeurs de [A J 
et de [PJ a tout moment de la reaction, en accord avec l'equation de conservation 
[A] + [P] = [A] ,et permet d'ecrire le dernier terme de l'equation. 

L'equation [1.5] peut facilement etre integree en isolant les deux variables [PJett, 
c'est-a-dire en placant tous les termes en [PJ dans la partie gauche de l'equation et 
tous les termes en t dans la partie droite. 

— — = \kdt [1.6] 
[Ah- [PI 1 

Apres integration, nous obtenons : 

-\n([A] -[P]) = kt + cc [1.7] 

ou a est une constante d'integration. 
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Celle-ci peut etre evaluee en considerant qu'il n'y a pas de produit P au debut de la 
reaction, c'est-a-dire que [P] = quand t=0. Alors, a = -\n([A] ), et l'equa- 
tion [1.7] peut etre reecrite : 

In 

I [Ah 



LAi^im , _ kt ri . 8] 



En prenant l'exponentielle des deux cotes de l'equation, nous obtenons l'equation 

= e~ kt [1.9] 



[Ah- [PI _ 



[Ah 

qui peut etre rearrangee pour donner : 

[PJ = [Ah(l-c' kt ) [1.10] 

II est important de noter que la constante d'integration a est differente de zero et 
qu'elle doit etre evaluee et utilisee pour obtenir les equations [1.8] a [1.10]. Les 
constantes d'integration doivent toujours etre incluses et evaluees lors de l'inte- 
gration des equations de cinetique ; elles sont rarement nulles. 

Le type le plus commun de reaction bimoleculaire est celui de la forme 
A + B — P + Q, dans lequel deux sortes de molecules, A et B, reagissent pour 
donner des produits. Dans ce cas, il est commun que la vitesse soit donnee par une 
expression du second ordre de la forme : 

y = d£l± = k [A][B] = k([Ah-[P])([Bh ~[P]) [l.H] 
at 

ou k est la constante de vitesse de second ordre. II faut noter que le symbolisme con- 
ventionnel utilise pour les constantes de vitesse ne prevoit pas de distinguer l'ordre 
de ces constantes. L'integration est realisee en separant les variables //yet t : 

= \kdt [1.12] 

([Ah-[P])([Bh-[P]) 1 

Pour le lecteur ayant une experience limitee en mathematiques, la maniere la plus 
simple et la plus fiable de resoudre cette integration est de consulter des tables 
d'integrales standards. Dans ce cas precis, l'integration peut egalement etre realisee 
en multipliant les deux cotes de l'equation par ( [BJ - [A J ) et en separant la 
partie gauche de l'equation en deux integrales simples : 



dfPJ 



d[P] =\([Bh-[Ah)kdt [1.13] 



[Ah-[P] J [BJ -fPJ 
De la, nous obtenons : 

-In ([Ah -[PJ)+ In ([Bh - [P]) = ([BJ ~[AJ )kt + a [1.14] 
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En considerant que [P] = au temps t = 0, nous obtenons une evaluation de la 
constante d'integration a = In ( [BJ / [AJ ) et l'equation devient : 



In 



r [Ah([Bk-[P]) ^ 
fBJ (fAJ -fPJ) 



= ([Bh-[Ak)kt [1.15] 



[Ah([B] -[P]) _ a([Bh - [AU)kt 



ou l-jum-ju J/ = e u»j»-iAJo)*t r U6 ] 

fBJ ([AJ -[PJ) 

Un cas particulier de cette equation est interessant : si f A J est tres petit par 
rapport a [B] , alors, a tout moment de la reaction, [PJ doit egalement etre tres 
petit par rapport a [B] car [P J ne peut jamais etre plus grand que [A] .De cette 
maniere, ( [BJ - [A J ) et ( [B] — [PJ ) peuvent tous les deux etre assimiles a 
fBJ et l'equation [1.16] peut etre simplifiee comme suit : 

[PJ = fA] (l-e- k ^»>) [1.17] 

Cette equation a exactement la meme forme que l'equation [1.10], qui est l'equation 
d'une reaction du premier ordre. Cette situation est connue comme une reaction de 
pseudo-premier ordre, et kf B J est une constante de pseudo-premier ordre. Cette 
situation se presente si l'un des reactifs est le solvant, comme dans la majorite des 
reactions d'hydrolyse, mais il est parfois utile de se placer deliberement dans des 
conditions de pseudo-premier ordre de maniere a simplifier 1'evaluation de la 
constante de vitesse comme nous en discuterons au § 3.8. 

Les reactions trimoleculaires comme A + B + C — >■ P n'impliquent habituellement 
pas une seule etape trimoleculaire, et ne sont done pas des reactions d'ordre trois. 
Inversement, ces reactions se deroulent en deux ou plusieurs etapes elementaires, 
comme A + B — >■ X, suivi par X + C — v P. Si une des etapes est plus lente que 
les autres, la constante de vitesse de la reaction est tres proche de la constante de 
vitesse de l'etape la plus lente, qui est alors denommee l'etape limitante de la 
reaction. Si aucune etape n'est clairement limitante, l'equation de vitesse sera 
vraisemblablement complexe et l'ordre de la reaction ne correspondra pas 
obligatoirement a un nombre entier. Quelques reactions trimoleculaires donne lieu 
a une cinetique d'ordre trois, avec v = kfAJfBJfCJ, ou k est une constante de 
troisieme ordre, sans toutefois impliquer des collisions entre les trois reactifs qui 
sont des evenements fondamentalement improbables. Dans un mecanisme a deux 
etapes, comme celui presente ci-dessus, si la premiere etape est en equilibre rapide, 
la concentration de l'intermediaire X peut etre exprimee a partir de la constante 
d'equilibre : [ X] = Kf AJfBJ, ou K est la constante d'equilibre pour la reaction 
entre A a B, e'est-a-dire la constante d'association de X. La vitesse de la reaction 
correspond a la vitesse de la seconde etape qui est donnee par l'equation : 

v = k' [X][C] = k' KfAJfBJfCJ [1.18] 

ou k' est la constante de vitesse de second ordre pour la seconde etape. Des lors, la 
constante apparente de vitesse de troisieme ordre correspond en realite au produit 
d'une constante de vitesse de second ordre et d'une constante d'equilibre. 
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On observe aussi quelques reactions d'ordre zero, c'est-a-dire des reactions qui ont 
une vitesse constante, independante de la concentration de substrat. Une reaction 
peut etre d'ordre zero par rapport a l'un des substrats, signifiant simplement que ce 
reactif intervient dans la reaction en aval de l'etape limitante. Cependant, quelques 
reactions sont globalement d'ordre zero, c'est-a-dire qu'elles ne dependent de la 
concentration d'aucun reactif. Ce sont invariablement des reactions catalysees et 
sont observees uniquement si chaque reactif est present en large exces de telle sorte 
que le catalyseur a atteint son efficacite maximum. Les cinetiques d'ordre zero sont 
communement rencontrees dans les reactions enzymatiques, lorsque la vitesse 
approche sa valeur limite pour des concentrations elevees de substrat. 

1.2.4. Determination de i'ordre d'une reaction 

La maniere la plus simple de determiner I'ordre d'une reaction consiste a mesurer la 
vitesse v pour differentes concentrations de substrat [A] . Ensuite, en tracant le 
graphique de log v en fonction de log/" A], on obtient une droite dont la pente est 
egale a I'ordre de la reaction. Si les concentrations de tous les reactifs sont variees 
dans un rapport constant, la pente du graphique donne I'ordre global de la reaction. 
Toutefois, il est utile de connaitre I'ordre respectif pour chacun des reactifs qui peut 
etre obtenu en modifiant independamment la concentration de chaque reactif et en 
maintenant constante la concentration des autres. Dans ce cas, la pente de la droite 
est precisement egale a I'ordre partiel de la reaction pour le reactif dont la 
concentration est prise comme variable. Par exemple, si la reaction est du second 
ordre en A et du premier ordre en B, la vitesse est donnee par l'equation : 

v = k[A] 2 [B] [1.19] 

qui peut egalement s'ecrire : 

logv = log£+21og/X/+log/"£y [1.20] 

Le graphique de logv en fonction de log [A] (dans des conditions ou [B] est 
maintenue constante) a une pente de 2, alors que le graphique log v en fonction 
de log [B] (en maintenant [A] constant) a une pente de 1. Ces graphiques sont 
illustres a la figure 1.2. Les caracteristiques et l'allure de differents graphiques 
pour les trois ordres differents de reaction les plus communement rencontres, 
I'ordre 0, 1 et 2, sont presentees dans le tableau 1.1. 

II est important de realiser que si les vitesses sont determinees a partir des courbes 
devolution de la reaction (correspondant aux courbes de la variation de la concen- 
tration d'un reactif en fonction du temps), la concentration de chaque reactif varie. 
En consequence, pour obtenir des resultats corrects, il est necessaire soit de 
maintenir la concentration des reactifs dans un rapport stcechiometrique constant, 
permettant la determination de I'ordre global de la reaction, soit (et c'est le cas le 
plus courant) d'avoir les reactifs « constants » presents en large exces au debut de 
la reaction de telle sorte que la variation de leur concentration soit negligeable. 
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0,2 0,4 log [A] 0,2 0,4 log [B] 



J.2 - Determination de i'ordre de reaction 

Lee droitee eont traceee pour une reaction du second ordre (a) et du premier ordre(b), 
impliquant que les pentee de cee droitee vaient reepectivement 2 et 1. 

Si aucune de ces alternatives n'est possible, la vitesse doit etre determinee a partir 
de la pente au temps initial, c'est-a-dire dans des conditions de vitesses initiales. 
Pratiquement, cette methode est preferable pour realiser les mesures cinetiques de 
reactions enzymatiques, car les courbes d'evolution des reactions catalysees par des 
enzymes n'obeissent generalement pas a des equations simples de vitesse pour de 
longues periodes de temps. La modelisation de la courbe complete d'evolution 
d'une reaction enzymatique requiert souvent d'utiliser une equation plus complexe 
que celle de la forme de l'equation integree de vitesse pour des vitesses initiales, du 
fait de la perte progressive d'activite de l'enzyme, d'inhibition par des produits ou 
d'autres phenomenes. 

1.2.5. Dimensions des constantes de vitesse 

L'analyse des equations aux dimensions est l'une des techniques les plus simples et 
les plus fiables pour detecter des erreurs algebriques et pour verifier les resultats 
obtenus. Cette analyse depend de quelques regies simples qui regissent la maniere 
de combiner des quantites de dimensions differentes, et son application repose sur 
le fait que les erreurs algebriques conduisent frequemment a des expressions dont 
les dimensions sont inhomogenes. On definit ainsi la dimension de concentration, 
exprimee en molarite (symbole M ou mol et la dimension des vitesses de 
reaction (symbole M s _1 ) Par consequent, dans une expression telle que v = k[A] , 
la constante de vitesse k doit etre exprimee en s~' afm que les termes de gauche et 
de droite de l'equation aient les memes dimensions. Toutes les constantes de vitesse 
du premier ordre ont des dimensions de temps 1 , et par des raisonnements 
similaires, on demontre aisement que les constantes de vitesse du second ordre ont 
les dimensions de concentration -1 temps -1 , que les constantes de vitesse de troi- 
sieme ordre ont les dimensions de concentration -2 temps -1 , et que les constantes 
d'ordre zero ont les dimensions de concentration temps -1 (tableau 1.1). 



Equation de vitesse 

Graphique v 
en fonction de [A] 



Determination de 
l'ordre de la reaction 



Graphique log v 
en fonction de log [A] 



Determination de 
la constante de vitesse 

Linearisation 
du graphique [A] 
en fonction du temps 



Unite de la 
constante de vitesse 
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La connaissance des dimensions des constantes de vitesse permet de verifier tres 
facilement l'exactitude des equations : la partie gauche et la partie droite de toute 
egalite (ou inegalite) doivent avoir les memes dimensions et tous les termes d'une 
somme doivent avoir les memes dimensions. Par exemple, si le terme (1 + 1) fait 
partie d'une equation, ou t a la dimension du temps, alors, en toute rigueur, l'equa- 
tion est incorrecte, meme si la valeur de «1» correspond a un temps dont la valeur 
numerique est 1. Plutot que de melanger de cette maniere des constantes et des 
variables dimensionnelles dans une equation, il est preferable d'ecrire l'unite apres 
le nombre, par exemple (ls + 0, ou d'attribuer un symbole a la constante, par 
exemple (t + 1). Bien que chacune de ces alternatives paraisse plus lourde que 
l'expression (1 + t), elles evitent toute possibility de confusion. L'equation [7.17] 
(§ 7.6.1) represente un cas dans lequel cette pratique est parfaitement justifiee. 

Des quantites de dimensions differentes peuvent etre multiplies ou divisees mais 
ne peuvent etre ni additionnees ni soustraites. Ainsi, si k { est une constante de 
vitesse du premier ordre et si k 2 est une constante de vitesse du second ordre, une 
affirmation telle que k x » k 2 est aussi depourvue de sens que l'affirmation 
5 g » 25°C. Cependant, une constante de vitesse de pseudo-premier ordre comme 
k 2 [AJ a les dimensions de concentration -1 temps -1 concentration, c'est-a-dire de 
temps -1 , et a des lors les dimensions d'une constante de vitesse de premier ordre. 
Dans ce cas, il est correct de comparer cette constante de pseudo-premier ordre 
avec d'autres constantes de vitesse du premier ordre. 

Un autre principe important de l'analyse aux dimensions est de ne jamais utiliser 
une quantite ayant une dimension comme un exposant, ni d'en prendre le 
logarithme. Par exemple, e - * ' est autorise, a condition que k soit une constante de 
premier ordre, mais e -t/ ne Test pas. Une exception apparente a la regie est celle 
qui, pour des raisons pratiques, consiste a prendre le logarithme de ce qui apparait 
etre une concentration. Par exemple, le pH est souvent defini comme - log [H + ] 
(bien qu'en toute rigueur, le pH est definit a partir de l'activite du proton et non a 
partir de sa concentration molaire). Cette definition qui n'est pas strictement 
correcte represente une simplification de la definition plus rigoureuse qui consiste a 
definir le pH comme le rapport - log (fH + J/[H + J°), ou [H + J° est la valeur de [H + ] 
dans l'etat standard, c'est-a-dire a pH = 0. Comme [H + J° a une valeur numerique de 
1, ce terme est habituellement omis de la definition. Dans tous les cas ou, comme 
dans l'exemple precedent, on prend le logarithme d'une quantite ayant une 
dimension, un etat standard est toujours implique dans la definition, qu'il soit 
precise explicitement ou non (voir egalement la definition des constantes 
d'equilibre au chapitre 2). 

L'analyse des dimensions est particulierement utile comme un moyen de se rappeler 
les pentes et les ordonnees a l'origine de graphiques communement utilises : toute 
intersection avec un axe doit avoir les memes dimensions que la variable qui est 
portee le long de cet axe, alors que la pente a toujours les dimensions de l'ordonnee 
(y) divisees par celles de l'abscisse (x). Ces regies sont illustrees dans la figure 1.3. 
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L'intersection avec l'axe 
des x a les dimensions de x 



Lapente = Ay /Ax 
a les dimensions de y/x 



\Ay 



Ax 



L'ordonnee a l'origine 
a les dimensions de y 



1.3 - Application de I'analyee aux dimeneione dane un graphique 



1.2.6. Les reactions reversibles 

De nombreuses reactions sont reversibles et les deux sens de la reaction doivent 
etre introduits dans l'equation de vitesse : 



A « ► P 



[1.21] 



Ainsi, dans le cas ou [PJ = 0, nous pouvons ecrire : 

y = dfll = ki([AJo _ [pj) _ k i[pj = klfAJo - (kl + k l)[PJ [L 22] 
at 

Cette equation differentielle est exactement de la meme forme que l'equation [1.5], 
et peut etre resolue de la meme maniere : 

" dfPJ 



Done 



h[A] -(h + k_O[P] 
\n{k l [A] -(k l + k_ x )[P]) 



= jdt 



= t + a 



-(k x + k_ x ) 

Si nous posons que [P] - quand t = 0, nous obtenons que a = 



et l'equation suivante : 



In 



h[Ah-(k,+U)[P] 



= -(k x + k_ x )t 



k x [AJ 

En prenant l'exponentielle des deux cotes, nous obtenons l'equation : 



k x [AJ -(k x + k_ x )[PJ 
k x [A] 



[1.23] 
[1.24] 

(h + k_ x ) 
[1.25] 

[1.26] 
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qui peut etre rearrangee pour donner : 

[p] = kdAU(\- Q - <k > +k ->>< ) = [p]x(l _ e -(k l+ k_ot } [j 27] 

k x + 

ou [P ] x = k x [A ] Q /( k x + k_i ) est la valeur de [PJ apres un temps infini, c'est-a- 
dire a l'equilibre. Cette valeur decoule du fait que le terme exponentiel tend vers 
zero quand t devient grand. 

1.2.7. Determination dee conetantee de viteeee du premier ordre 

De tres nombreuses reactions sont du premier ordre pour chacun des reactifs et, 
dans ces cas, il est souvent possible de realiser les mesures dans des conditions de 
pseudo-premier ordre en maintenant en large exces la concentration de tous les 
reactifs sauf un. Ainsi, dans de nombreuses situations experimentales, le probleme 
de la determination d'une constante de vitesse peut-il etre reduit au probleme de la 
determination d'une constante de vitesse de premier ordre. Nous avons vu dans 
l'equation [1.10] que pour une reaction simple de premier ordre : 

[PJ = fAJ (l-e- kt ) [1.28] 
et dans l'equation [1.27], que dans le cas plus general d'une reaction reversible : 

[PJ = [P]j\- e -(^-i)> ) [1.29] 

De cette maniere [ P ]^- [ P ] = [ P ]^ <ki+k -°' [1.30] 

etdonc \n([P] x -[P]) = ln[P ] x -(k x + k_ x )t [1.31] 

Un graphique de \n([PJ^ — [PJ) en fonction de t donne une droite de pente 
- (k x + k_J. Avant l'avenement des calculatrices de poche, cette equation etait 
couramment exprimee en termes de logarithmes en base 1 : 

\og([P]„-[P]) = log^- ^o^ [L32] 

Le graphique log ([P] x - [PJ) en fonction de t donne une droite dont la pente 
vaut- (k x + ^2,303 . 

Guggenheim (1926) a souleve une objection majeure a l'utilisation de ce 
graphique, a savoir que la determination de la constante de vitesse depend tres 
fortement de la precision de la mesure de [P ] x . Dans le cas general d'une reaction 
reversible, ou [P t- [AJ , une valeur precise de [P ] x est difficile a obtenir, et 
meme dans le cas particulier d'une reaction irreversible ou [PJ aa = [AJ , la 
concentration instantanee en A au temps zero peut etre difficile a mesurer avec 
precision. Guggenheim a suggere de mesurer deux ensembles de valeurs [ P /, et 
[P]i aux temps t t et t ', tel que t' = t t + tou t est une constante. Ainsi, a partir de 
l'equation [1.30], nous pouvons ecrire les deux equations suivantes : 
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[PJ^-fPJi = [P]^- <k ^ k - 0,i [1.33] 

fPJ m -[PJt' = [P]^^-^'^ [1.34] 
Par soustraction, nous obtenons : 

fPJi'-fPJi = [P]„(l-e~< kl +*- ljT )e-( kl+k - l) '< [1.35] 
et en prenant les logarithmes, nous obtenons : 

WfPJt'-fPJt) = ln[P] oa + ln(l- e - (kl+k -< )T )-(k l + k_ l )t i [1.36] 
que nous pouvons egalement ecrire : 

\og([P] i '-[P] l ) = constante-^^L [L37] 

Ainsi, un graphique de \o%([P Jt'—fP Ji ) en fonction de t donne une droite dont la 
pente vaut - + £„^)/2,303, comme illustre dans la figure 1.4. Ce graphique, 
connu sous le nom de graphique de GUGGENHEIM, ne necessite pas l'estimation de 
fPJ x . Puisque le rapport k x lk_ x est egal a la constante d'equilibre, qui peut etre 
estimee independamment, les valeurs des constantes individuelles de vitesse k x et 
k_i peuvent etre calculees a partir des deux combinaisons. 




o 5 10 15 20 Temps (min) 



1.4 - le graphique de GUGGENHEIM 

Ce graphique permet de determiner ia vaieur d'une constante de vitesse de premier ordre 
sans ia necessite de determiner precisement i'etat d'avancement de ia reaction a i'et\uiiibre 
([P]„). Les symboies sont definis comme suit : [P], et [P],', concentration du produit 
respectivement, aux temps t ett + T, oij T est une constante. 

Le graphique de GUGGENHEIM est insensible aux deviations des cinetiques par 
rapport aux cinetiques de premier ordre, c'est-a-dire qu'il peut avoir une apparence 
lineaire meme si les cinetiques n'obeissent pas a une dependance de premier ordre. 
Le meme commentaire s'applique au graphique apparente de KEZDY-SWINBOURNE, 
qui est le sujet du probleme [1.3]. 

A cote des methodes de linearisation et de traitement graphique des resultats qui 
restent tres utiles aux points de vue conceptuel et pedagogique, l'avenement de la 
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micro-informatique a progressivement transforme et ameliore l'analyse des donnees 
cinetiques. L'utilisation notamment de la methode des moindres carres pour l'ajus- 
tement parametrique sur des equations lineaires et non-lineaires est aujourd'hui tres 
largement repandue (voir par exemple CORNISH-BOWDEN, 1995). De nombreux 
logiciels commerciaux permettent de traiter un grand nombre de cas. La determi- 
nation des parametres d'une courbe d'apparition exponentielle du produit d'une 
reaction peut etre facilement realisee par ajustement d'une courbe de [PJ en fonc- 
tion du temps, t, a l'aide de l'equation non-lineaire [1.29] figure 1.5. De maniere 
generale, il est preferable d'utiliser ces methodes d'ajustement afin d'obtenir la 
meilleure estimation des parametres recherches mais egalement une indication de 
la qualite de ces valeurs (deviation standard). Bien que des remarques de ce type 
s'appliquent au traitement de nombreux cas abordes dans la suite de ce manuel et 
que nous mentionnions a l'occasion l'importance d'utiliser les procedures d'ajus- 
tement parametriques non-lineaires, nous presenterons generalement les methodes 
de representation graphiques qui sont plus didactiques. Une discussion detaillee des 
problemes d'estimation des meilleurs parametres ne faisant pas partie des objectifs 
de ce manuel, nous renvoyons les lecteurs interesses vers des ouvrage plus 
specialises (CORNISH-BOWDEN, 1995). 

/P/(UM) 35 
30 
25 
20 
15 
10 

5 



1 2 3 4 5 Temps (s) 

1.5 - Ajustement parametric\ue non-lineaire d'une courbe de [P] en fonction du tempe 

Un programme d'ajustement parametrique utilieant la methode dee moindres carres a ete 
utilise pour modeliser les points experlmentaux sur l'equation [1.29]. Cette procedure a 
fourni les parametres suivants : [ FJ_ = 25,6 ± 0,7 juM et k = 0,95 ± 0,09 s~' qui ont ete 
utilises pour tracer la llqne continue qui represente done la meilleure courbe passant par 
les points experlmentaux. 
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PR03LEME5 



1.1 - Les donnees du tableau suivant ont ete obtenues pour la vitesse d'une 
reaction de stcechiometrie A + B — P a differentes concentrations de A 
et de B. Determinez I'ordre de la reaction par rapport a A et a B et 
suggerez une explication pour I'ordre observe pour A. 



[A] (mM) 


10 


20 


50 


100 


10 


20 


50 


100 


[B] (mM) 


10 


10 


10 


10 


20 


20 


20 


20 


v (Limol -1 s" 1 ) 


0,6 


1,0 


1,4 


1,9 


1,3 


2,0 


2,9 


3,9 


[A] (mM) 


10 


20 


50 


100 


10 


20 


50 


100 


[B] (mM) 


50 


50 


50 


50 


100 


100 


100 


100 


v (Limol -1 s" 1 ) 


3,2 


4,4 


7,3 


9,8 


6,3 


8,9 


14,4 


20,3 



1.2 - Verifiez les affirmations suivantes concernant les dimensions en suppo- 
sant que / represente le temps (s), v et V represented des vitesses (M s" 1 
ou mol L" 1 s" 1 ), et [A] , [PJ etK m represented des concentrations (M) : 

a - Dans un graphique de v en fonction de V I [A] , la pente vaut - MK m 
et I'ordonnee a I'origine vaut K m IV. 

b- Dans une reaction bimoleculaire 2 A — »- P, caracterisee par la 
constante de vitesse k, la concentration de P au temps t est donnee 

par [P] = [A] 2 kt/(\ + 2[A] kt). 

c- Dans un qraphique de en fonction de — 

\a([A]J[A]) ln(fAJ /[AJ) 

pour une reaction catalysee par un enzyme donne une droite dont la 
pente vaut 1/Fet dont I'ordonnee a I'origine vaut VIK m . 

1.3-Kezdy, Jaz et Bruylants (1958) et Swinbourne (1960) suggererent 
independamment une alternative au graphique de Guggenheim, derivee a 
partir des equations [1.29] et [1.30] en divisant I'une par I'autre. Montrer 
que I'expression resultante pour ([P] x - [P, ])/([P]™ - [P, >' J) peut etre 
rearrangee de telle sorte que le graphique de [Pi ] en fonction de [P t J 
donne une droite. Quelle est la pente de cette droite ? Si plusieurs 
graphiques sont traces a partir des memes donnees mais pour diffe- 
rentes valeurs de r, quelles sont les coordonnees du point d'intersection 
de ces droites ? 



2 -La thermopynamique etla 
theorie pe5 vite55e5 a350lue5 



2A. La thermopynamique etses umites 

Dans le premier chapitre, nous avons discute de 1' etude de la cinetique des 
reactions, dans le second nous allons nous interesser aux relations qui existent entre 
la cinetique et la thermodynamique ; ces relations constituent la base de la thermo- 
cinetique. L'analyse thermodynamique est une methode extremement puissante 
pour obtenir des informations detaillees sur le fonctionnement des systemes bio- 
logiques qu'il est souhaitable d'exploiter dans l'etude du mecanisme d'action des 
enzymes. Une premiere connexion entre les mesures cinetiques et les mesures a 
l'equilibre repose sur le concept de potentiel chimique developpe par Josiah 
Willard GIBBS (1878). Une seconde connexion reside dans la theorie de la vitesse 
absolue d'une reaction. L'application de ces relations permet d'etablir le profil 
d'energie de GIBBS d'une reaction qui est un outil tres utile pour l'analyse du 
mecanisme des reactions enzymatiques. Avant de decrire plus en detail ces 
concepts, il est necessaire de rappeler quelques principes fondamentaux de 
thermodynamique qui nous seront utiles. Une presentation detaillee de l'analyse 
thermodynamique ne fait toutefois pas partie des objectifs de ce livre et nous 
renvoyons a plusieurs ouvrages de reference dans ce domaine (Eisenberg et 
Crothers, 1979 ; Oturan et Robert, 1997 ; Atkins et de Paula, 2001), les 
etudiants qui souhaitent s'assurer de leurs connaissances ou les approfondir. 

La thermodynamique est une branche de la chimie physique qui permet de decrire, 
a un niveau macroscopique, la matiere et les changements physiques et chimiques 
qu'elle subit. Cette description repose sur une representation simplifiee de la realite 
(un modele) et sur un nombre restreint de lois. Un etre vivant est le siege de 
modifications physiques et chimiques continuelles qui impliquent des echanges 
d'energie et de matiere. Pour un biologiste, il est essentiel de comprendre les 
mecanismes de ces echanges. Comme nous allons en discuter, l'analyse thermo- 
dynamique des systemes biologiques est principalement orientee vers l'etude des 
equilibres et la definition de relations entre les proprietes d'un systeme, mais elle 
permet egalement de determiner le sens des reactions dans des systemes qui ne sont 
pas a l'equilibre et de caracteriser des processus irreversibles. La thermodynamique 
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a neanmoins des limites ; elle ne nous informe ni sur la rapidite d'une reaction, ni 
sur la maniere dont une reaction se deroule (interactions moleculaires). Pour 
obtenir ces informations, il faut avoir recours a des etudes cinetiques dans 
lesquelles on observe 1'evolution du systeme au cours du temps. Les etudes 
cinetiques fournissent une mesure de la vitesse a laquelle une reaction s'approche 
de son etat d'equilibre ou s'en ecarte si la reaction est couplee a une seconde 
reaction. Les deux approches sont done complementaires et doivent etre exploitees 
conjointement dans l'etude des reactions enzymatiques. 

2.2. Concepts generaux de la thermodynamique 

2.2.1. Etate du syeteme 

Dans toute etude, il est toujours necessaire de definir l'objet qui est etudie. 
En thermodynamique, la partie de l'univers qui est etudiee est appelee le systeme, 
alors que la partie restante est appelee V environnement. Le systeme est defini en 
fonction de l'etude a realiser et des objectifs recherches. Un etre vivant ou une 
cellule peuvent representer un systeme. Une cellule vivante renferme une grande 
quantite d'enzymes differentes et done, dans le cas de l'etude de reactions 
enzymatiques, la cellule constitue un systeme dans lequel les reactions se deroulent 
dans un espace separe du reste du monde par la membrane plasmique de la cellule. 
Le systeme correspond a l'espace occupe par les substrats, les enzymes et les 
produits. Dans les etudes in vitro, le systeme peut ainsi se reduire au tube a essai ou 
a la cuve du spectrometre contenant la solution de substrat et d'enzyme. 

La definition d'un systeme thermodynamique implique egalement de definir les 
proprietes de ses frontieres. La nature des echanges entre le systeme et son 
environnement permet de distinguer differents types de systemes : 

► les systemes ouverts permettent des echanges de matiere et d'energie ; 

► les systemes fermes permettent des echanges d'energie mais pas de matiere ; 

► les systemes isoles ne permettent aucun echange. 

Univers 
Environnement 



Systeme 



2A - Description thermodynamiciue de l'univers 
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L'etat d'un systeme thermodynamique est decrit par un nombre restreint de 
proprietes ou variables d'etat qui sont caracteristiques du systeme au moment de la 
mesure et sont independantes du chemin qu'a suivi le systeme pour atteindre cet 
etat. Certaines de ces proprietes sont des grandeurs intensives comme la tempera- 
ture ou la concentration, alors que d'autres sont des grandeurs extensives comme le 
volume, la masse ou l'energie. Un systeme est dans un etat defmi lorsque toutes les 
proprietes qui le caracterisent ont des valeurs defmies. Differents types d'etat 
peuvent etre definis. Selon que le systeme est traverse ou non par un flux de 
matiere ou d'energie, on distingue : 

► l'etat d'equilibre, si les proprietes du systeme sont independantes du temps et si 
aucun flux de matiere ou d'energie ne traverse le systeme ; 

► l'etat de non-equilibre stationnaire si le systeme est traverse par un flux de 
matiere ou d'energie mais que les proprietes du systeme ne changent pas au cours 
du temps ; 

► l'etat de non-equilibre non-stationnaire si les echanges d'energie et de matiere 
sont importants et rapides (c'est habituellement l'etat du systeme pre-stationnaire 
rencontre dans les etudes de cinetique rapide). 

2.2.2. Un « proceeeue » est un evenement au cours duquel 
une propriete du systeme change 

L'etat d'un systeme macroscopique a l'equilibre peut etre defmi par un nombre 
restreint de proprietes. Si le systeme change d'etat, son nouvel etat est caracterise par 
un nouvel ensemble de proprietes et le passage d'un etat a l'autre implique qu'une ou 
plusieurs des proprietes du systeme varient. En thermodynamique, un processus est 
defmi comme la variation d'une des proprietes du systeme. Quand de la chaleur, du 
travail ou de la matiere sont echanges entre le systeme et son environnement, le 
systeme evolue de son etat d'equilibre initial vers un nouvel etat d'equilibre. 

II faut distinguer les changements reversibles et les changements irreversibles. Un 
processus reversible se deroule en passant par une succession d'etats d'equilibre, 
chacun different du precedent par une modification infmitesimale d'une des 
proprietes du systeme. Par contre, si le changement est opere de maniere brutale et 
entraine une grande variation d'une des proprietes, le processus est irreversible. 
Considerons deux processus, l'un reversible et l'autre irreversible, caracterises par 
les memes etats initiaux et fmaux. D'une part, ces deux processus sont similaires 
puisque les proprietes initiales et finales de chacun de ces systemes sont identiques. 
Par contre, ils sont differents parce que les quantites echangees de chaleur et de 
travail au cours des ces deux processus sont differentes. La chaleur et le travail 
dependent du chemin suivi par le systeme au cours de sa transformation. Si le 
processus est reversible, le systeme est constamment a l'equilibre et toutes les 
proprietes restent uniformes pendant la reaction. Si le processus est irreversible, 
certaines proprietes, comme la temperature ou la pression, ne sont pas uniformes 
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dans le systeme et n'ont pas de valeur bien definie jusqu'a ce que le systeme ait 
atteint sont nouvel etat d'equilibre. De nombreux processus naturels sont 
irreversibles dans le sens ou le systeme ne peut etre ramene a son etat de depart 
qu'en fournissant de l'energie a partir d'un autre systeme. II faut noter que 
l'irreversibilite au sens thermodynamique ne signifie pas que le systeme ne puisse 
pas retourner a son etat initial, mais simplement que ce retour necessite un apport 
d'energie. 



2.3.1. Loi de conservation de l'energie 

La conservation de l'energie est un principe universel. La premiere loi de la 
thermodynamique stipule que l'energie totale d'un systeme et de son environnement 
est une constante ou en d'autres termes que l'energie est conservee. Les variations 
d'energie resultent de la somme de l'energie ajoutee sous forme de travail et sous 
forme de chaleur. La premiere loi peut done etre exprimee par l'equation : 



ou E est l'energie du systeme dans son etat initial, £^ est l'energie du systeme dans 
son etat final, dq est la quantite d'energie echangee sous la forme de chaleur et dw, 
celle echangee sous la forme de travail. L'energie est une propriete du systeme qui 
depend uniquement de l'etat initial et de l'etat final du systeme et qui est 
independante du chemin suivi. Inversement, le travail et la chaleur sont des moyens 
de transferer l'energie et dependent du chemin suivi lors de revolution du systeme. 

La definition la plus simple de la chaleur est la capacite a modifier la temperature 
d'un objet. Si nous considerons, par exemple, qu'un systeme absorbe de la chaleur 
a partir de 1' environnement, cela se traduit par une augmentation de la temperature 
du systeme qui peut etre mesuree tres precisement. Si dT est 1' augmentation de 
temperature, la chaleur absorbee par le systeme est donnee par : 



ou C est une constante caracteristique du systeme, appelee la capacite de chaleur. 
Par definition, la capacite de chaleur d'une substance est la quantite de chaleur 
necessaire pour elever la temperature d'une mole de substance de un degre. Elle est 
generalement definie a volume constant (C v ) ou a pression constante (C p ), 
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dE = Ef-E^ = dq+dw 



[2.1] 



dq = C dT 



[2.2] 




[2.3a] 




[2.3b] 
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Pour un gaz parfait, ces deux parametres sont relies par l'equation suivante : 

C p -Cy = nR [2.4] 

ou n est le nombre de moles et R est la constante des gaz parfaits. 

Par convention, des valeurs positives sont attributes aux variations dq et dT lorsque 
la chaleur est absorbee par le systeme. Pour le travail, qui peut etre effectue par le 
systeme sur l'environnement ou sur le systeme par l'environnement, dw est positif 
lorsque le travail est effectue sur le systeme par l'environnement. Un travail positif 
correspond ainsi a un flux d'energie vers le systeme. La difference majeure entre la 
chaleur et le travail reside dans les echelles des mouvements a travers la frontiere 
du systeme. Le travail correspond a des mouvements qui sont organises a l'echelle 
macroscopique alors que la chaleur correspond a des mouvements a l'echelle 
moleculaire qui ne presentent aucune organisation a l'echelle macroscopique. 

L'equation [2.1] indique que lorsqu'il y a un desequilibre entre travail et chaleur, le 
systeme evolue d'une facon mesurable. Par exemple, si le systeme fournit plus de 
travail qu'il ne recoit de chaleur, l'energie du systeme est progressivement 
consommee (E diminue). Inversement, si le systeme recoit plus d'energie sous 
forme de chaleur qu'il n'en depense sous forme de travail, la temperature du 
systeme augmente. Une facon simple et courante d'obtenir des informations sur les 
variations d'energie d'un systeme consiste a mesurer la variation de chaleur. Nous 
avons vu que la variation d'energie dE est une differentielle exacte, c'est-a-dire 
qu'elle ne depend que des etats initiaux et finaux du systeme, alors que les 
variations dq et dw sont des differentielles inexactes qui sont dependantes de la 
maniere selon laquelle les modifications s'effectuent. Dans des cas simples, il est 
possible de montrer que la variation de chaleur depend uniquement des etats 
initiaux et finaux. Par exemple, si Ton considere uniquement un travail mecanique 
se deroulant a volume constant, la variation de chaleur est egale a la variation 
d'energie. Par contre, si la reaction se deroule a pression constante, le travail est 
donne par dw = -pdV et l'equation de conservation s'ecrit : 

dE = dq — pdV [2.5] 

Une nouvelle variable d'etat, Yenthalpie, est defmie pour representer la quantite de 
chaleur echangee a pression constante : 

H = Q p = E + pV [2.6] 

Le terme pdVn'a une grandeur significative que pour des reactions impliquant des 
gaz ou pour des reactions s'effectuant a des pressions extremement elevees. 
En biochimie, il est done courant d'assimiler dH a dQ p et puisqu'il est plus facile 
de mesurer une variation de la quantite de chaleur a pression constante plutot qu'a 
volume constant, la variation d'enthalpie est une grandeur couramment utilisee 
pour suivre revolution des systemes biologiques. 
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Dans 1' analyse thermodynamique, il est particulierement important de considerer 
les systemes cycliques puisqu'ils permettent de representer le fonctionnement des 
machines, y compris des machines moleculaires que sont les enzymes. Dans un 
processus cyclique, une serie de reactions successives ramene le systeme dans son 
etat initial. Dans ce cas, toutes les proprietes doivent retourner a leur valeur initiale. 
Par exemple, la somme des variations d'energie du systeme pour toutes les etapes 
d'un cycle doit etre egale a zero : 

I AE = [2.7] 

cycle 

Par contre, la chaleur et le travail n'etant pas des variables d'etats, la somme de ces 
grandeurs ne doit pas obligatoirement etre egale a zero, ce que nous pouvons 
exprimer par les deux equations suivantes : 

I w * [2.8a] 

cycle 

I q * [2.8b] 

cycle 

2.3.2. La definition de i'entropie et du critere de epontaneite 

Le premier principe de la thermodynamique etablit que l'energie est conservee lors 
d'une reaction, cependant il ne defmit pas le sens spontane de la reaction. Certaines 
reactions se deroulent spontanement malgre un AE > 0, en absorbant de la chaleur a 
partir de 1' environnement. Un critere de spontaneite est fourni par la deuxieme loi 
de la thermodynamique qui utilise une nouvelle propriete introduite par Rudolf 
CLAUSIUS en 1850 : I'entropie. L'entropie est souvent presentee comme une 
mesure du desordre d'un systeme, qui augmente lorsque le desordre du systeme 
augmente. La deuxieme loi de la thermodynamique stipule qu'un systeme isole 
evolue jusqu'a atteindre un etat d'equilibre caracterise par un etat de desordre 
maximal et done une valeur maximale d'entropie. Dans un systeme ouvert, un 
processus a lieu spontanement, uniquement si I'entropie de l'univers, donnee par la 
somme des entropies du systeme et de 1 'environnement, augmente au cours du 
processus en accord avec l'inegalite suivante : 

systeme ^-^environnement — [2.9] 

Selon l'equation [2.9], I'entropie du systeme peut diminuer au cours d'un 
processus spontane a condition que I'entropie de 1' environnement augmente de 
sorte que la somme des variations soit positive. Par exemple, la formation d'une 
structure biologique hautement organisee, implique une diminution de I'entropie, 
mais ce processus est possible uniquement s'il s'accompagne d'une augmentation 
de I'entropie de 1' environnement. 

L'entropie a ete introduite sur la base de l'analyse du rendement d'un moteur 
thermique. Dans un moteur thermique, une quantite de chaleur passe d'un reservoir 
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chaud vers un reservoir froid. Au cours de ce processus, une partie de la chaleur est 
convertie en travail. II peut etre demontre que le rendement maximum d'un moteur 
est atteint si le transfert de chaleur se fait dans des conditions reversibles d'un point 
de vue thermodynamique et la variation d'entropie pour chaque etape est alors 
defmie comme : 

dS = [2.10] 

ou dq tev represente la variation de chaleur si le processus se deroule de maniere 
reversible. L'entropie est une propriete du systeme, et done la variation d'entropie 
au cours d'un processus, comme la variation d'energie (equation [2.1]), depend 
uniquement de l'etat initial et de l'etat final du systeme : 

dS = S f -S [2.11] 

ou So et S f represented respectivement l'entropie du systeme dans son etat initial et 
dans son etat final. 



2.3.3. La definition etatieti(\ue de l'entropie 

La relation quantitative entre l'entropie et le desordre a ete etablie pour la premiere 
fois par BOLTZMANN. Les molecules d'un meme echantillon peuvent stocker une 
meme quantite d'energie de differentes manieres. Le nombre de facons differentes 
de repartir une meme quantite d'energie dans un etat donne du systeme est appele 
la degenerescence, go. BOLTZMANN a demontre que l'entropie est reliee a la 
degenerescence par 1' equation : 

S = k B logft> [2.12] 

ou k B est la constante de Boltzmann, qui est reliee a la constante des gaz (R) et au 
nombre d'AvOGADRO (N A ) par 

k B = [2.13] 

Un systeme evolue done spontanement vers l'etat pour lequel la degenerescence est 
maximale. 

En accord avec la definition de Boltzmann, un systeme dont la degenerescence 
vaut 1 a une entropie egale a zero. II devient alors possible de mesurer l'entropie 
sur une echelle absolue en posant que l'entropie d'un systeme parfaitement 
ordonne (par exemple, un cristal parfait) a une valeur se rapprochant de zero 
lorsque la temperature se rapproche de zero : 

lim S = [2.14] 

r^OK 

Ce principe est souvent appele la troisieme loi de la thermodynamique. 
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2.3.4. L'entropie dane lee eyetemee vlvante et lee reactions coupleee 

Conformement a la deuxieme loi de la thermodynamique, l'entropie 7 est reliee a 
l'organisation du systeme et est done directement liee a revolution du systeme. Par 
exemple un cristal est caracterise par une entropie faible, quasiment nulle, parce 
que les atomes sont organises entre eux dans l'espace. Lorsqu'il y a evaporation a 
partir du cristal, chaque atome acquiert la possibility d'occuper differentes posi- 
tions dans l'espace et done l'entropie du systeme augmente. Pour qu'un processus 
puisse se derouler spontanement, il faut que AS > 0. 

Dans un systeme biologique, une augmentation du desordre, et done de l'entropie, 
conduit a la mort biologique, suggerant que toute cette theorie ne fonctionne pas. 
En realite, les systemes biologiques ne sont pas des systemes a l'equilibre, mais des 
systemes ouverts ou chaque processus est associe a une augmentation globale de 
l'entropie de l'univers. Les enzymes n'echappent pas a ce principe sine qua non de 
la vie cellulaire: ils utilisent l'entropie de l'univers pour diminuer l'entropie de la 
cellule. Ce principe de base est egalement central dans le fonctionnement des 
systemes couples, ou une diminution d'entropie associee a une organisation 
moleculaire peut etre compensee par l'augmentation d'entropie associee a une 
autre reaction. 

2.3.5. L'energie de Gibbs 

En pratique, l'utilisation de l'entropie comme critere de spontaneite pose un 
probleme puisque cette propriete n'est pas facilement mesurable et que son 
utilisation necessite de determiner a la fois la variation d'entropie du systeme et 
celle de son environnement. II est preferable de defmir le sens spontane d' evolution 
d'un processus a partir d'une propriete intrinseque du systeme. Ces difficultes sont 
evitees en utilisant une propriete thermodynamique egalement introduite par 
J.W. GIBBS : Yenergie libre ou energie de GIBBS. Si nous combinons la premiere et 
la deuxieme loi : 

Premiere loi : dq liel = dE+pdV [2.15] 

Deuxieme loi : dq Tev = T dS [2.16] 

et si nous tenons compte du fait qu'un processus spontane se caracterise par 
dq KV > dq tiA , nous obtenons l'equation suivante en substituant l'equation [2.16] 
dans l'equation [2.15] : 

dE + pdV-TdS < [2.17] 



1. Une relation peut egalement etre etablie entre I'information contenue dans un 
systeme et son entropie. L'information reduit /'incertitude concernant la realisation 
d'un evenement et done constitue une forme d 'organisation du systeme. Par 
exemple, /'information contenue dans un texte provient de la disposition precise 
des caracteres. L'information peut etre consideree comme une forme d 'energie que 
I'on appelle « l'entropie negative » ou negentropie du systeme (Schrodinger, 2000). 



2 - LA THERMODYNAMIQUE ET LA THEORIE DE5 VITES5ES AB50LUES 



33 



Comme nous l'avons vu precedemment, a pression constante, dE + pdV = dH , et 
done nous pouvons defmir une nouvelle propriete du systeme, que est appelee 
l'energie de Gibbs : 

G = H-TS = E + pV-TS [2.18] 

La variation d'energie de Gibbs, defmie comme la difference entre l'energie de 
Gibbs des produits et l'energie de Gibbs des reactifs, est une propriete qui depend 
uniquement du systeme et qui permet de determiner le sens spontane d'une reaction. 

dG Tp = dH T p — TdS T p = dE + pdV-TdS < [2.19] 

Le systeme evolue spontanement vers l'etat pour lequel l'energie de Gibbs est la 
plus basse ; si dans le sens defini de la reaction la variation du AG est negative, la 
reaction sera spontanee dans ce sens. Par exemple, si AG = G P - G A < 0, la reaction 
de la figure 1.1 evolue spontanement de la gauche vers la droite. La mesure de la 
variation d'energie de GIBBS fournit done un critere de spontaneite de la reaction 
dans des conditions donnees. 



2.3.6. Le potentiel ch\m\o\ue : 

L'energie de G\335 d'un solute depend de ea concentration 

Une caracteristique essentielle de l'energie de Gibbs est que sa valeur pour un 
composant donne du systeme depend de la quantite de ce compose qui est presente 
dans le systeme. Pour rendre compte de cette dependance J.W. Gibbs a introduit la 
notion de potentiel chimique, qui, pour la substance i, correspond a la derivee 
partielle de l'energie de Gibbs du systeme par rapport au nombre de moles de ce 
compose i («,) : 



r d_G 
drij 



= A [2-20] 

P,T ,nj 



Cette equation montre que pour des valeurs constantes de pression p, de 
temperature T et du nombre de moles de tout composant j, « 7 - : 

G = I«,A [2-21] 

i 

Ces equations [2.20] et [2.21] indiquent clairement que l'energie de GIBBS du 
systeme augmente lorsque la quantite de la substance i, presente dans le systeme, 
augmente. Apres avoir ajoute la substance au systeme, celle-ci va se distribuer dans 
l'ensemble du systeme de telle sorte qu'aucune partie du systeme ne soit a un 
potentiel plus eleve qu'une autre partie. En consequence, a l'equilibre, le potentiel 
chimique d'une substance doit etre le meme dans l'ensemble du systeme. 
Puisqu'un systeme evolue vers l'etat caracterise par une energie de Gibbs 
minimum, l'homogeneisation du potentiel chimique au sein du systeme explique 
que les molecules d'un solute se deplacent d'une region de haute concentration 
vers une region de faible concentration. L'energie de GIBBS telle que nous l'avons 
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utilisee jusqu'a present est une grandeur extensive, puisqu'elle depend du nombre 
de moles de la substance present dans l'echantillon. Le potentiel chimique au 
contraire est une grandeur intensive: il nous renseigne sur la facon dont I'energie 
de Gibbs varie par mole de substance ajoutee au systeme. 

En enzymologie, nous sommes principalement interesses par le comportement des 
solutions. La thermodynamique des solutions est determinee par la maniere dont 
I'energie totale de Gibbs ou les potentiels chimiques de chaque composant dependent de 
la composition. II est habituel de definir une solution ideale comme une solution pour 
laquelle I'energie de Gibbs de chacun des solutes depend de sa fraction molaire : 

G, = n t G' + n i RT\nX i [2.22] 
ou G, est I'energie de Gibbs molaire de la substance pure et Xj est sa fraction molaire. 
Comme dans une solution suffisamment diluee, la fraction molaire est proportionnelle 
a la concentration, I'energie de Gibbs de chaque solute est donnee par : 

G, = n^ + n.RTXn^ [2.23] 

ou G, ° est I'energie de Gibbs par mole dans l'etat standard, c'est-a-dire dans des 
conditions definies de pression (1 atm), de temperature (298 K) et de concentration 
(C°= 1 mole par litre). Cette derniere equation indique que I'energie de GIBBS 
d'une substance dissoute depend non seulement du nombre de moles n, mais 
egalement de la concentration C de la substance dissoute. L'equation [2.24], 
obtenue en combinant les equations [2.20] et [2.23], montre que le potentiel 
chimique depend de la concentration : 

Mi = Mi° + RTln^ [2.24] 

Dans cette equation, C, est la concentration molaire du compose i et ju° est son 
potentiel chimique dans des conditions standard (C, = 1 M). 

Dans le cas de molecules portant des charges electriques Z, on utilise le potentiel electrique, 
y/, qui, combine avec le potentiel chimique, dome le potentiel electrochimique, , 

A = M,° + RTln^ + ZF ¥ [2.25] 
ou F est la constante de Faraday dont la valeur est : 96 480 J mor 1 V" 1 . 

2.3.7. Relation entre \a constante d'e(\u\\\bre 
et la variation d'energie de G\33S 

Pour une reaction chimique limitee par un equilibre, comme par exemple la 
reaction d'isomerisation simple de A en P, 

A + - P [2.26] 
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le potentiel chimique de chacun des constituants du systeme est donne par 
l'equation [2.24] et la variation d'energie de Gibbs est donnee par la difference 
entre les potentiels chimiques des produits et des reactifs : 

AG = Hp-Va 

= (n P ° + RT\n^)-(n A ° + RT\ a ^) [2.27] 

= (llp °-p A °) + RT\zPl 

ou ( ji P ° - ju A ° ) = AG° represente la variation d'energie de Gibbs du systeme dans 
des conditions standards. Le rapport de concentration entre le produit et le substrat, 
[P] / [A] est appele le rapport d' action de masses et est designe par la lettre 
grecque 7": 

r = PL [2.28a] 
[A] 

qui pour une reaction impliquant des coefficients stoechiometriques differents de un 
s'ecrit : 

r = i^J— [2.28b] 
[A]" 

et qui, de maniere generale, s'ecrit de facon suivante : 

n/pj 

r = ± [2.28c] 

UfAjJ 

j 

Ainsi, la variation d'energie de GIBBS depend du rapport d'action de masses, en 
accord avec l'equation : 

AG = AG° + RT in T [2.29] 

qui a tout moment de la reaction permet d'obtenir le AG de la reaction a partir des 
concentrations instantanees de A et de P. 

Puisque tout systeme evolue spontanement vers l'etat dont l'energie de Gibbs est 
la plus faible, le sens spontane d'une reaction correspond a une variation negative 
d'energie de GIBBS, AG< 0. En consequence, une reaction chimique a temperature 
et pression constantes est a l'equilibre lorsque l'energie de GIBBS est minimum. 
Dans ces conditions, la variation d'energie de GIBBS causee par une petite variation 
de la quantite de substrat est exactement compensee par la variation d'energie de 
GIBBS causee par l'apparition d'une petite quantite de produit. Done, lorsque le 
systeme a atteint l'equilibre, la variation d'energie de GIBBS est nulle : 

AG = AG° + RT In r = [2.30] 



Puisque AG° est une constante, il decoule que dans des conditions d'equilibre, le 
rapport d'action de masses /"doit etre une constante equivalente a la constante 
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d'equilibre de la reaction. Cette relation importante en biologie, qui relie la 
constante d'equilibre, K, et la variation d'energie de GIBBS dans les conditions 
standard, fut etablie par Jacobus Van't Hoff dans les annees 1860 : 

AG° = Mp°-^a° = -RTlnK [2.31] 

Le systeme est decrit par la constante d'equilibre, K, qui est donnee par l'equation 
suivante : 



n/pj, 



eq 



K = 



[2.32] 



Une relation generate entre la variation d'energie de Gibbs et le rapport d'action de 
masses du systeme peut egalement etre etablie : 

r 



AG = RTln- 



K 



[2.33] 



Graphiquement, cette relation entre la variation d'energie de GIBBS et 7" est 
illustree dans la figure 2.2 pour la reaction d'isomerisation de A en P. 
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2.2 - Evolution de I'energie de G\bbs en fonction du rapport d'action de masse r 

Comme nous l'avons deja discute dans le premier chapitre au sujet du pH, il est 
incorrect d'attribuer une signification au logarithme d'une quantite ayant une 
dimension. Un second exemple est fourni par la definition des constantes 
d'equilibre. Pour toutes les reactions dans lesquelles le nombre de substrats est 
different du nombre de produits, il est habituel d'ecrire la constante d'equilibre K 
de la reaction comme une grandeur qui a une dimension. 
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Par exemple, pour la reaction 

A =*=t P + Q [2.34] 

la constante d'equilibre est generalement defmie comme une grandeur qui a une 
dimension apparente de concentration : 

K = mm p.35] 

Dans de nombreux cas, il est commode d'utiliser les constantes d'equilibre defmies 
de cette maniere. Neanmoins, le calcul de la variation d'energie de Gibbs standard 
a partir de la constante d'equilibre (equation [2.31]) necessite de prendre le 
logarithme de K et done de realiser une operation illicite. II est, dans ce cas, utile de 
se rappeler la definition complete de la constante d'equilibre dans laquelle les 
termes de concentration sont, en realite, des rapports entre la concentration reelle et 
la concentration dans l'etat standard : 



AG = AG° + RT In 



t C° I j C° 



[2.36] 



ou C° est la concentration standard. Ainsi, la constante d'equilibre pour la reaction 
[2.34] est donnee par : 

K = [B][C] [2.37] 
[A ]C° 

ou la constante d'equilibre est bien une grandeur sans dimension. Afin d'eviter les 
erreurs de calcul, il est done recommande de toujours exprimer les concentrations 
en unites molaires lorsque Ton calcule des constantes d'equilibre. 



2.4. RELATI0N5 ENTRE LA THERMODYNAMIQUE ET LA CINETIQUE : 
LE5 N0TI0N5 D'EQUILIBRE ET D'ETAT STATIONNAIRE 



Un resultat important des travaux de J.W. Gibbs est l'etablissement de relations 
entre la thermodynamique et la cinetique, e'est-a-dire entre la loi d'action de 
masses et la variation d'energie de Gibbs, AG. Nous allons discuter ces relations 
dans deux situations particulieres, la situation d'equilibre et la situation d'etat 
stationnaire qui seront utiles pour l'etude des reactions enzymatiques. 

2.4.1. Distinction entre viteeee initiate et viteeee nette 

Dans une reaction limitee par un equilibre, il est necessaire de distinguer les 
notions de vitesse initiate et de vitesse nette. Considerons le systeme d'isomeri- 
sation simple de A en P presente dans l'equation [2.26]. La reaction peut etre 
divisee en deux demi-reactions qui peuvent chacune etre decrite par une equation 
de vitesse. Ces deux equations de vitesse correspondent aux equations donnant la 
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vitesse initiale de chacune des demi-reactions. Si au temps zero, le systeme ne 
contient uniquement que le substrat A et ne contient pas de produit P, la vitesse de 
la reaction exprimee selon la loi d' action de masses (voir equation [1.4]), donne la 
vitesse initiale de la reaction : 

v y = kJAJo [2.38] 

Si par contre, au temps zero, le systeme contient uniquement le produit P et ne 
contient pas de substrat A, la vitesse de la reaction est donnee par : 

v-i = k_JPJ [2.39] 

Lorsque le systeme contient a la fois le substrat et le produit, les deux demi- 
reactions se deroulent simultanement et la vitesse nette de disparition du substrat 
est donnee, en accord avec la loi d'action de masses, par la difference entre la 
vitesse de la reaction directe et la vitesse de la reaction inverse : 

Vnette = = kJAJ-k.JP] [2.40] 



2.4.2. L'Stat d'Squilibre 

Par definition, dans un systeme isole ou ferme, un equilibre chimique ou physique 
est atteint lorsque les quantites des differentes substances presentes dans le 
melange n'evoluent plus au cours du temps. Cette situation d'equilibre ne signifie 
pas que la reaction s'arrete, mais elle correspond a un etat dynamique du systeme 
dans lequel la vitesse de la reaction directe est egale a la vitesse de la reaction 
inverse. Dans l'exemple choisi d'une reaction simple d'isomerisation, si la 
conversion entre A et P (equation [2.26]) est a l'equilibre, les quantites de A et de P 
ne varient pas au cours du temps ou, en d'autres termes, la conversion de A en P 
est exactement contrebalancee par la conversion de P en A. Cette situation est 
defmie par l'equation suivante ou la vitesse nette de la reaction est nulle : 

Vnette = = = kJAJ eq ~k_ x [P] tq [2.41] 

et ou [A 7 eq et [P J ecj represented respectivement les concentrations de A et de P a 
l'equilibre. Le tableau 2.1 et la figure 2.3 decrivent les variations de concentration 
des substances A et P pour une reaction qui evolue vers une situation d'equilibre. 

Tableau 2.1 - Variation dee concentrations d'une reaction simple 
d'isomerisation evoiuant vers une situation d'equiiibre 



Temps [A] [P] 

[A] 

t [AJ -fPJ, [P], 

a l'equilibre [A] eq [PJ eq 
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C 1,0 
(unites Q g 
arbitraires) 

o 




Produit 



Reactif 



4 5 6 7 8 9 10 Temps (s) 

a - Representation de devolution au cours du temps dee concentratlone du reactif et du 
produit. Apree un temps Inflnl, les concentrations ont atteint leur valeur d'equilibre. 




'oi23456789 io Temps (s) 



b - Representation de devolution au cours du temps de I'ecart des concentrations de 
produit et de reactif par rapport aux. concentrations a I'Squllibre 

2.3 - Evolution d'une reaction simple d'ieomerisation vers son etat d'ec\uilibre 



Alors que la constante d'equilibre (equation [2.32]) decrit la situation a l'equilibre, 
l'equation [2.41] donne une definition rigoureuse de l'etat d'equilibre. Elle peut 
etre rearrangee de maniere a demontrer que la constante d'equilibre K s'exprime 
indifferemment comme le rapport entre les concentrations de produit et de reactif 
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ou comme le rapport des constantes de vitesse de la reaction inverse et de la 
reaction directe : 

rpj t -AG" -( Mp°-MaV 

r eq = K = = ^- = e RT = e RT [2.42a] 



[A] eq k. 



Mais, comme le montrent les deux termes de droite de l'equation [2.42a], 
la constante d'equilibre peut egalement etre exprimee en fonction du AG° ou de 
la difference entre les potentiels chimiques en utilisant l'equation [2.31]. 
Ainsi, l'equation [2.42a] demontre l'existence d'une relation entre les constantes 
de vitesse, k l et k _ l5 la variation d'energie de Gibbs dans des conditions standard, 
AG°, et les potentiels chimiques standards, jX° et jU P °. L'equation peut etre 
generalised au cas d'une reaction dans laquelle les coefficients stoechiometriques 
sont differents de un : 

T eq = K = = ^- [2.42b] 

[A]" q k_] 

Dans une situation d'equilibre, si la vitesse nette de la reaction est nulle, par contre 
les vitesses v, et v 2 pour chaque demi-reaction ne sont pas nulles. Si Ton considere 
la reaction A — »- P, alors l'equation [2.24] peut s'ecrire comme : 

M A - Ma° = RT In [A] [2.43] 

D'ou nous obtenons : \a[A] = ^ a ~ Ma [2.44] 

RT 

En prenant les exponentielles de chaque cote de l'egalite, l'equation devient 

Ma -Ma ° 

[A] = e RT [2.45] 
En associant cette equation a la loi de vitesse, nous obtenons : 

Ma -Ma ° 

V! = k x e RT [2.46] 

Cette equation etablit une autre relation directe entre la vitesse initiale et le 
potentiel chimique du substrat et represente une des equations fondamentales 
reliant la thermodynamique a la cinetique. 

Des relations similaires entre thermodynamique et cinetique peuvent egalement 
etre obtenues pour des systemes plus complexes. Considerons par exemple, la 
reaction suivante : 

Ki K-2 

A + ► X ^ - Y ^ - P [2.47] 

ou l'intermediaire X est le produit de la premiere reaction mais est egalement 
le substrat de la deuxieme reaction dans laquelle X est en equilibre avec Y, 
qui a son tour est le substrat de la troisieme reaction ou Y est en equilibre avec le 
produit final P. Lorsque toutes les reactions atteignent 1' equilibre, chaque etape est 
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caracterisee par une variation d'energie de Gibbs nulle, AG=0. La situation a 
l'equilibre est decrite par des constantes d'equilibre (K u K 2 et K 3 ) qui dans ce cas 
sont donnees respectivement par / X J eq /[ A J eq , [YJ eq /[X J eq et [P J eq / [Y J eq . 
Puisque, a l'equilibre, la vitesse nette est nulle pour chaque etape de la reaction, 
nous obtenons facilement des relations entre les constantes d'equilibre et les 
constantes de vitesse. Par exemple, pour la premiere etape : 

v„ e «e = k x [A]^-k_ x [X] eq = [2.48] 
d'ou : K, = = [2.49] 

Dans un systeme de reactions successives comme celui-ci, la concentration de P a 
l'equilibre peut etre obtenue a partir de la concentration de A, simplement en 
utilisant les formules des constantes d'equilibre : 

[PJ eq = UKJAJ eq [2.50] 

i 

Le principe de micro-reversibilite stipule que dans un systeme a l'equilibre, la 
conversion entre deux etats s'effectue a la meme vitesse dans les deux sens de la 
reaction. La conversion de A en P est done exactement contrebalancee par la 
conversion de P en A. Une implication de ce principe est que la reaction inverse se 
deroule en suivant le meme chemin que la reaction directe et passe par le meme etat de 
transition. Cette affirmation est egalement valable pour un systeme en etat stationnaire. 



2.4.3. L'etat etationnaire 



L'etude des systemes hors d'equilibre est beaucoup plus difficile que celle des 
systemes a l'equilibre, neanmoins la description de tels systemes est grandement 
facilitee si ceux-ci se trouvent dans un etat stationnaire ou au moins s'ils s'en 
approchent suffisamment pour etre correctement representes par V approximation 
de I 'etat stationnaire. 

Une situation de non-equilibre se caracterise par une vitesse nette non-nulle et par 
une variation d'energie de GIBBS du systeme non-nulle : 

v nett e * [2.51a] 
AG * [2.51b] 

Dans une telle situation, il est plus difficile de decrire quantitativement la maniere 
dont l'apparition du produit depend de la concentration de substrat : le systeme 
change au cours du temps. Une premiere solution consiste a utiliser une forme 
integree de l'equation de vitesse. Cette demarche est simple pour les reactions 
simples comme celle decrite dans l'equation [2.26], mais pour des reactions 
plus complexes impliquant la formation successive de plusieurs intermediaires 
(comme celle de l'equation [2.47]), qui sont regulierement observees dans les 
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processus enzymatiques, l'equation de vitesse ne donne pas une integrate definie. 
II est alors necessaire d'utiliser un systeme d' equations differentielles et de le 
resoudre numeriquement par une methode d' integration numerique appropriee. 
Habituellement une telle approche se heurte a des difficultes pratiques comme la 
necessite de determiner les valeurs exactes des differentes constantes de vitesse en 
utilisant des techniques de cinetique rapide. 

Une seconde solution a ce probleme a ete proposee par Bodenstein (1913) et 
repose sur le principe d'etat stationnaire. L'etat stationnaire est un etat du systeme 
dans lequel un flux de matiere ou d'energie traverse le systeme mais dans lequel les 
proprietes du systeme ne varient pas au cours du temps. Des exemples d'etat 
stationnaire peuvent etre rencontres dans la vie courante. Par exemple, lorsque 
nous chauffons l'interieur d'une maison, le mur se trouve dans un etat stationnaire. 
II est le siege d'un passage de chaleur entre l'interieur et l'exterieur mais sa 
temperature reste stable au cours du temps. Un autre exemple, est celui d'une 
cellule ou d'un organisme vivant qui respire. Ceux-ci se trouvent dans un etat 
stationnaire, puisqu'ils absorbent continuellement de l'oxygene (0 2 ) et liberent 
continuellement de l'eau et du dioxyde de carbone (C0 2 ). II est important de bien 
saisir la difference entre une situation d'equilibre et une situation d'etat 
stationnaire 2 . La figure 2.4 illustre cette difference dans le cas d'un ecoulement de 
fluide. 

Dans une serie de reactions successives, l'etat stationnaire peut s'appliquer a une 
espece intermediaire dont la concentration est faible par rapport au flux de matiere 
traversant le systeme. Par exemple, si nous supposons que la formation de P passe 
par la formation d'un intermediaire X, nous obtenons le mecanisme suivant : 




[2.52] 



Pour analyser la cinetique d'un tel mecanisme, BODENSTEIN a postule que dans un 
intervalle de temps donne, le systeme existe dans un etat tel que la vitesse de 
formation de 1' intermediaire est proche de la vitesse de sa decomposition. En 
consequence, la concentration de cet intermediaire ne varie pas au cours du temps 
et d[ X ] I dt = 0. Cette situation peut etre representee par l'equation : 

+ dfx 1 = _d_[x± = [2 53] 

dt dt 



2. Attention a /'utilisation du terme « etat stationnaire ». Tres souvent la situation 
d'etat stationnaire est consideree comme celle d'un « equilibre dynamique », mais 
cette denomination est totalement erronee et ne devrait jamais etre utilisee pour 
les raisons suivantes : 

- comme nous I'avons explique ci-dessus, tous les equilibres correspondent a des 
situations dynamiques (voir equation [2.41]), 

- par definition un equilibre implique AG= 0, alors qu'au contraire un etat station 
naire implique AG * 0. 
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a - eo\uilibre 



b - etat stationnaire 



2.4 - Illustration de la difference entre (a) une situation d'equilibre et 
(b) une situation d'etat stationnaire dans le cas de I'ecoulement d'un fluide 

Cette derniere equation decrit mathematiquement l'etat stationnaire du systeme. 
Pour un etat stationnaire donne, la vitesse nette, v nette , et le AG ont des valeurs 
quasiment constantes mais differentes de zero. Pour des reactions consecutives 
dans une situation de non-equilibre, la loi d' action de masses reste neanmoins 
valable et il est alors facile de montrer que la vitesse de formation du produit (en 
premiere approche, la derniere reaction est consideree comme irreversible) peut 
etre obtenue en accord avec la loi d' action de masses. Selon cette loi : 

d[PJ 
v = — — - - 

dt 



k 2 [XJ 



[2.54] 



II est souvent preferable d'exprimer la vitesse en terme d'une variation de la 
concentration de substrat et puisque, en accord avec le principe de Bodenstein, les 
vitesses nettes dans chacun des sens de la reaction (formation et utilisation de X) sont 
egales et il est possible d'ecrire : 



d[X] 
dt 



= h[A] = 



d[X] 
dt 



= (k- 1 + k 2 )[XJ 



[2.55] 



d'ou il est possible de deduire une expression pour la concentration de X qui 
depend de la concentration de substrat, [A] : 

h 



[X] = 



[A] 



[2.56] 
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En combinant les equations [2.54] et [2.56], nous obtenons : 

v etat stationnaire = ^2 ~. [A] [2.57] 

k_ l + k 2 

De cette maniere, la vitesse globale de la reaction d'apparition du produit P peut 
etre facilement exprimee en fonction de la concentration du substrat A, sans qu'il 
soit necessaire d' avoir recours a une integration numerique des equations diffe- 
rentielles. Notons simplement que dans l'equation de vitesse [2.57], les constantes 
d'equilibre sont remplacees par des rapports de constantes de vitesse. 

Au cours d'une reaction, l'etat stationnaire n'est pas permanent. Trois phases 
peuvent etre distinguees, qui sont representees dans la figure 2.5. Au debut de la 
reaction, 1'intermediaire n'est pas present et la reaction debute par une phase pre- 
stationnaire, au cours de laquelle 1' intermediate s'accumule. La deuxieme phase 
est la phase d'etat stationnaire proprement dite, au cours de laquelle le substrat est 
transforme en produit sans que la concentration d'intermediaire ne varie au cours 
du temps. C'est uniquement dans cet intervalle de temps que les equations decrites 
ci-dessus sont applicables. La troisieme phase, post-stationnaire, debute lorsque le 
substrat est presque entierement consomme ou que la reaction approche de sa 
position d'equilibre. La concentration de 1'intermediaire diminue et la reaction 
ralentit. 

Etat 

Etat stationnaire Etat 
pre-stationnaire | post-stationnaire 

rK * y 1 ^ 




- 0,0002 




0,03 



200 



400 



600 



800 1000 

Temps (s) 

2.5 - Variations de la concentration des differents reactifs 
et intermediates au cours d'une reaction 



En pratique, l'etat stationnaire n'est quasiment jamais atteint. Neanmoins, dans 
un grand nombre de situations, le systeme se trouve suffisamment proche de l'etat 
stationnaire pour qu'une approximation de l'etat stationnaire soit faite. La 
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difficulty est alors d'estimer jusqu'ou cette approximation reste valable. En 
pratique, cette approximation peut etre acceptee aussi longtemps que la variation de 
la concentration de l'espece intermediaire reste faible par rapport a la variation de 
la concentration des reactifs et des produits fmaux. 

En enzymologie, le principe d'etat stationnaire a ete utilise pour la premiere fois 
par BRIGGS et HALDANE (1925). Nous discuterons plus en details de l'utilisation de 
l'etat stationnaire pour 1' analyse de la cinetique enzymatique dans les chapitres 
suivants. 

2.5. L'INFLUENCE DE LA TEMPERATURE 
5UR LE5 C0N5TANTE5 DE VITE55E 

Dans le premier chapitre, nous avons exprime la vitesse d'une reaction elementaire 
en terme de constante de vitesse, qui est un parametre experimental utilisable pour 
decrire quantitativement la vitesse d'une reaction chimique ou biochimique. Nous 
allons maintenant essayer de comprendre ce qui determine la grandeur de la 
constante de vitesse. II est clair que la constante de vitesse d'une reaction depend 
des interactions moleculaires qui ont lieu durant les rencontres entre molecules 
individuelles et que la vitesse d'une reaction depend avant tout de la frequence 
avec laquelle les molecules se rencontrent dans la solution. La loi d' action de 
masses etablit clairement la relation entre la vitesse et la concentration des reactifs. 
Toutefois, la vitesse des reactions ne depend pas seulement de la frequence des 
rencontres et toutes les rencontres ne donnent pas lieu a une reaction. Comme nous 
allons le voir, la probability qu'une rencontre entre molecules conduise a une 
reaction depend de la variation d'energie de GIBBS qui se produit lorsque les 
molecules se rencontrent. La premiere etape de notre demarche consiste done a 
donner une representation de la variation de l'energie du systeme au cours de la 
rencontre entre molecules reactionnelles. 

2.5.1. le profit reactionnel 

La description d'une reaction en terme moleculaire necessite de preciser revolution 
de divers parametres structuraux decrivant les molecules au cours de leur rencontre. 
L'energie de Gibbs du systeme peut etre representee comme une surface dans un 
espace multidimensionnel. Si nous restreignons notre analyse a deux variables 
spatiales, cette surface peut etre visualisee comme une carte ou les courbes de niveau 
represented l'energie de GIBBS du systeme. Une simplification supplemental de ce 
probleme consiste a decrire la reaction en termes de coordonnees de la reaction, qui 
mesurent revolution du systeme le long du chemin reactionnel le plus probable. Une 
analogie simple est la mesure du parcours qu'un promeneur suit pour traverser une 
chaine de montagne. En principe, plusieurs routes sont possibles mais il en existe une 
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qui est plus facilement accessible et qui suit generalement un chemin tortueux 
passant par un col. Le chemin suivi peut etre decrit completement sur une carte a 
deux dimensions, mais la progression du promeneur peut egalement etre decrite par 
une seule variable correspondant a la distance parcourue le long du chemin. La 
variable equivalente utilisee pour decrire la progression d'une reaction chimique est 
appelee coordonnees de la reaction. Le profil d'energie de GIBBS de la reaction est 
un graphique representant l'energie de GIBBS du systeme en fonction des 
coordonnees de la reaction. 

Dans un tel profil, les substrats et les reactifs represented des etats stables du 
systeme et correspondent done a des minima d'energie de Gibbs. Puisque le 
passage des substrats aux produits necessite de rompre ou de former de nouvelles 
liaisons, le systeme reactionnel passe a travers un continuum d' etats d'energie 
lorsqu'il evolue le long des coordonnees de la reaction. A un certain stade de ce 
processus, le systeme doit passer par un etat dans lequel l'energie de Gibbs est 
maximale, correspondant a un point de selle de la surface d'energie de Gibbs. A ce 
stade de la reaction, l'energie de Gibbs est maximale le long des coordonnees 
reactionnelles mais est minimale pour tout mouvement perpendiculaire a ce 
chemin. Les molecules au point de selle sont dites etre dans un etat active, qui est 
aussi appele Yetat de transition. La variation d'energie entre les substrats et l'etat 
de transition est appelee Yenergie d 'activation de GIBBS, qui peut, de la meme 
facon, etre defmie pour la reaction inverse. 

2.5.2. L'Squation d'ARRHENius 

Des les premieres etudes de la vitesse des reactions, il est apparu clairement que les 
constantes de vitesse variaient fortement avec la temperature. De ces observations 
il decoule que, d'une part il est necessaire de controler la temperature lors des 
mesures cinetiques, mais d' autre part des informations essentielles sur le 
mecanisme de reaction peuvent etre obtenues en mesurant l'effet de la temperature 
sur la vitesse de la reaction. Les etudes de Van't Hoff (1884) et d'ARRHENius 
(1889) constituent le point de depart de toutes les theories modernes qui visent a 
expliquer la dependance des constantes de vitesse vis-a-vis de la temperature. 
HARCOURT (1867) avait prealablement note que la vitesse de nombreuses reactions 
doublait approximativement pour chaque augmentation de 1 °C de la temperature, 
mais Van't Hoff et Arrhenius ont rente d'etablir une relation plus exacte en 
comparant les observations cinetiques avec les proprietes deja connues des 
constantes d'equilibre. Toute constante d'equilibre K varie avec la temperature 
absolue T, en accord avec l'equation de Van't Hoff : 



ou R est la constante des gaz parfaits et AH° est la variation d'enthalpie libre 
standard associee a la reaction. 



dlnK 
dT 



AH° 
RT 2 



[2.58] 
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Puisque la constante d'equilibre K est egalement donnee par le rapport k x lk_ x , nous 
pouvons ecrire : 

d\n(k] /k_i) _ dlnk x dlnk_ x _ AH 



dT dT dT RT 



[2.59] 



Sur base de cette egalite, nous pouvons deriver des expressions separees pour 
chacune des constantes de vitesse, k 1 etk_ i : 

dink, AH,° - r „ „ , 

' - [2.60a] 



</r rt 2 

ou A est une grandeur au sujet de laquelle nous ne disposons d'aucune information, 
si ce n'est qu'elle a vraisemblablement la meme valeur dans les deux equations 
[2.60a] et [2.60b]. Dans le cas contraire, elle ne disparaitrait pas quand ces equa- 
tions sont combinees pour obtenir l'equation [2.59]. Toutefois, il est impossible de 
demontrer experimentalement 1' existence du terme A dans ces equations et 
Arrhenius a postule que X est egal zero. Des lors, la dependance a la temperature 
de toute constante de vitesse k peut etre exprimee par une equation de la forme 

dink _ E A 



[2.61] 
dT RT 2 

ou E A est l'energie d'activation qui est reliee a l'enthalpie standard de la reaction, 
AH°, dans l'equation de VAN'T HOFF. L'integration de l'equation [2.61] donne : 

Ink = InA-^- [2.62] 
RT 

ou A est une constante d' integration. Cette forme de l'equation de Arrhenius est 
la plus appropriee pour des representations graphiques, puisqu'elle autorise de 
tracer soit un graphique representant In A: en fonction de IIT caracterise par une 
droite dont la pente vaut -E A IR, soit un graphique representant log k en fonction de 
IIT, caracterise par une droite ayant une pente qui vaut - E A /2,303R. Ce graphique 
illustre dans la figure 2.6, est connu sous le nom de graphique d 'ARRHENIUS, et 
constitue une methode simple d'evaluation de E A . 



2.5.3. Theorie de collision elementaire 



En prenant l'exponentielle de chaque partie de l'equation [2.62], nous obtenons 
l'equation : 

k = Ae- £ ^ RT [2.63] 

Selon la theorie de BOLTZMANN pour la distribution de l'energie entre les mole- 
cules, le nombre de molecules possedant l'energie E a dans une solution est 
proportionnel a q~ e "I rt . 



46 



ClNETIQUE ENZYMATIQUE 



Temperature (°C) 



70 60 50 40 30 20 10 




2,9 3 3,1 3,2 3,3 3,4 3,5 3,6 3,7 

1000 /IT (K" 1 ) 



2.6 - Graphique d'ARRHENius 

L'enerqle d'activation E A est calculee a partlr de \a pente. L 'insert montre lee memee 
donneee avec une representation lineaire dee coordonnes. 

Par consequent, l'equation d'ARRHENIUS montre que les molecules ne peuvent 
prendre part a une reaction que si leur energie atteint une certaine valeur seuil, 
correspondant a l'energie d'activation. Dans cette interpretation, la constante A 
devrait etre egale a la force de collision, Z, au moins pour les reactions 
bimoleculaires, et il decoule de l'equation [2.61] que la limite de la constante de 
vitesse est atteinte lorsque \IT= 0, c'est-a-dire pour une temperature infinie. Pour 
quelques reactions simples en phase gazeuse, comme la decomposition de l'iodure 
d'hydrogene par exemple, A est egale a Z, mais en general, il est necessaire 
d'introduire un facteur P supplemental qui tienne compte de l'orientation des 
molecules au moment de la collision : 

k = PZe- E >l RT [2.64] 

En plus de posseder une energie suffisante, les molecules doivent egalement etre 
correctement orientees pour reagir. Le facteur P est une mesure de la probability 
d'avoir les molecules dans une orientation favorable au moment de la collision ; 
ainsi 1' interpretation ci-dessus se trouve modifiee et a temperature infinie, une 
collision n'est productive que si l'orientation est correcte. L'equation [2.64] fournit 
un accord raisonnable avec les theories modernes des vitesses de reaction, mais 
dans plusieurs cas, il est preferable d'utiliser une autre approche qui est connue 
comme la theorie de I 'etat de transition et est discutee dans le paragraphe suivant. 
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2.5.4. Theorie de /'etat de transition - Theorie de la viteeee abeolue 



Lorsque le systeme reactionnel evolue le long des coordonnees de la reaction, il 
doit passer par un etat dans lequel l'energie de Gibbs est maximale, l'etat de 
transition. Cet etat est clairement different d'un intermediaire, qui ne represente pas 
un maximum d'energie de GIBBS mais un minimum metastable dans le profil 
reactionnel. La theorie de l'etat de transition, qui a ete proposee par EYRING (1935) 
et inclut d'importantes contributions par EVANS et POLYANI (1935) et par PELZER 
et WlGNER (1932), est le concept le plus generalement utilise aujourd'hui pour 
decrire les vitesses de reaction. Elle est appelee ainsi car elle relie la vitesse des 
reactions chimiques aux proprietes thermodynamiques d'un etat particulier des 
molecules reactives, denomme etat de transition ou complexe active. Elle est aussi 
connue sous le nom de theorie de la vitesse absolue car elle predit la vitesse des 
reactions a partir de principes elementaires, contrairement a la loi d'ARRHENIUS 
qui est une loi empirique. L'idee centrale de la theorie d'EYRINGest qu'a une 
temperature donnee, la vitesse de la reaction depend uniquement de la concen- 
tration du complexe active de haute energie qui est en equilibre avec les substrats. 



Etat de transition 

X* 



Etat de transition 




8 8 cS^p ogo qfb 8 8 



Coordonnees de la reaction 

2.7 - Prof/7 reactionnei en accord avec \a theorie de /'etat de transition 

Le dlaqramme le long de I'axe dee abecleeee represente lee coordonnee de reaction pour 
une simple reaction blmoleculalre. L'lnsert montre le cae ou la reaction passe par un 
Intermediaire. 
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Pour la reaction de A avec B, les substrats sont en equilibre avec le complexe 
active 

K* 

A + B =*=t X* — »- P + Q [2.65] 
et l'equilibre est decrit par une constante d'equilibre : 

K* = [X * ] [2.66] 
[AJfBJ 

A partir de cette equation, il est possible de definir la concentration du complexe 
active a partir de la concentration des substrats : 

[X*J = K*[ AJfBJ [2.67] 

La vitesse de la reaction peut etre obtenue en considerant les evenements qui se 
deroulent dans l'etat de transition. II est possible de schematiser ce qui se passe 
dans l'etat de transition comme un mouvement de vibration d'un ou de plusieurs 
atomes du complexe active selon la direction specifiee par les coordonnees de la 
reaction. Cependant, au lieu de suivre un mouvement oscillatoire continu, la 
vibration se transforme en un mouvement de translation et le ou les atomes 
continuent leur mouvement, donnant lieu a la rupture de la liaison ou a la formation 
d'une nouvelle liaison. La vitesse de la reaction, -d[Aj/dt, est alors donnee par 
le produit de la concentration du complexe active et de la vitesse de passage qui 
correspond a la vitesse a laquelle le complexe active evolue lorsqu'il a atteint le 
point de selle dans le profil energetique. Pour etre complet, il faudrait egalement 
considerer qu'au point de selle, seulement une fraction /cdes molecules va evoluer 
vers les produits de la reaction, le reste des molecules retournant vers les substrats. 
Les theories de la physique moleculaire peuvent etre utilisees pour determiner la 
vitesse de passage au point de selle. Dans la theorie de Eyring, la constante de 
vitesse de passage au point de selle, k*, est egale a la frequence de vibration 
productive et est exprimee comme une frequence z? en cycle par seconde (nous 
utilisons ici le symbole $ pour representer la frequence afin de le distinguer du 
symbole v, utilise pour la vitesse) : -&=k*. Des lors la vitesse de la reaction peut 
etre decrite par 1' equation suivante : 

v = -4£AL = k*[X*J = &[X*J [2.68] 
dt 

L'energie associee a un mouvement de vibration est donnee par : 

£ vlb = hi} [2.69] 

ou h est la constante de Planck. Des lors, la frequence de passage peut etre 
exprimee par : 

§ = ^ [2.70] 
h 
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L'energie moyenne d'un atome se deplacant le long des coordonnees de la reaction 
peut etre remplacee par l'energie moyenne d'une particule vibrant dans une 
dimension. La vibration sera productive si l'energie de vibration est egale ou 
superieure a l'energie potentielle de la liaison covalente. La mecanique quantique 
nous apprend que : 

E pot = k B T [2.71] 

ou k B est la constante de Boltzmann et T est la temperature. Done pour la 
formation du complexe X* : 

-£pot = £vib [2.72] 
et hi} = k B T [2.73] 

Nous obtenons une expression pour la constante de vitesse de passage : 

i? = [2.74] 
h 

D'un autre cote, en accord avec les lois de la thermodynamique classique, la 
constante d'equilibre peut etre reliee a la variation d'energie de Gibbs pour la 
formation de l'etat de transition a partir des reactifs : 

AG* = -RTlnK* [2.75] 
Cette equation peut egalement s'ecrire sous la forme suivante : 

-AG* 

K* = e RT [2.76] 

En utilisant les equations [2.67] et [2.76], la concentration de l'etat active pour la 
reaction est donnee par : 

-AG* 

[X*] = e RT [A][B] [2.77] 

La vitesse de la reaction peut alors s'ecrire : 

k T 

v = ^L e rt [AJfBJ [2.78] 
h 

Dans le premier chapitre, nous avons vu que la loi empirique d' action de masses 
fournit l'expression suivante pour la vitesse d'une reaction de second ordre : 

v = kf AJfBJ [2.79] 

La comparaison des equations [2.78] et [2.79] montre que la constante de vitesse k 
est donnee par : 

k B T - AG * 



jfc = 2£±_ e RT [2.80] 
h 

L'equation [2.80] est l'equation centrale de la theorie d'EYRlNG de l'etat de transition 
et elimine le mystere qui entoure la constante de vitesse : elle donne a cette grandeur 
une valeur qui depend des constantes fondamentales de la mecanique quantique, k B et 
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h, de la temperature absolue, T, et de la variation d'energie de Gibbs entre les 
substrats et l'etat de transition. Cette equation est egalement une equation centrale de 
la thermocinetique, reliant un parametre cinetique de la reaction, la constante de 
vitesse k, a un parametre thermodynamique, la variation d'energie de GIBBS pour la 
formation de l'etat de transition, AG*. 

Bien que cette equation ait ete developpee pour representer une reaction simple en 
phase gazeuse (un systeme ideal) en utilisant l'hypothese de l'existence d'un 
equilibre entre l'etat initial et l'etat de transition, son application s'est elargie a de 
nombreux autres domaines, y compris l'enzymologie. Dans ce cas, son application 
est justifiee puisque la theorie predit une dependance lineaire entre \n(klT) et \IT 
qui est verifiee pour les reactions enzymatiques : 

In* = jnk.^ [2.81] 
T h RT 

Puisque la variation d'energie de GIBBS est reliee aux variations d'enthalpie et 
d'entropie, nous avons : 

AG* = AH* - TAS* [2.82] 
et l'equation [2.81] peut s'ecrire : 

In* = x^ + ^.ml p.83] 
T h R RT 

qui implique une dependance lineaire entre ln(£/7) et \IT avec une pente egale a 
AH*IR 3 . L'experience montre qu'une telle dependance lineaire est couramment 
observee dans de nombreuses situations, y compris des reactions enzymatiques. 



3. En differentiant l'equation [2.83], on obtient /'equation suivante : 

d\nk = AH* + RT 
dT RT 2 

En comparant cette equation avec l'equation d'ARRHENius (equation [2.59]) on peut 
voir que I'energie d'activation E A n'est pas egale a AH*, mais a AH* + RT. Du reste, 
E A n'est pas strictement independant de la temperature, impliquant que le 
graphique d'ARRHENius est non-lineaire. Toutefois, la courbure attendue est 
tellement faible qu'elle n'est pas detectable et que la variation de k resultant du 
facteur T est faible en comparaison de la variation due au terme exponentiel. 
Comme A et E A dans /'equation [2.61] peuvent etre determines experimentalement 
a partir d'un graphique d Arrhenius, AH* et AS* pourront etre calcules a partir des 
relations suivantes 

AH* = E A - RT 

ou E A = AH* + RT et AS* = flln^^j-/? 

Ces equations montrent qu'un catalyseur peut augmenter la vitesse d'une reaction 
en diminuant AS* ou en diminuant AH* ou en affectant les deux proprietes. II est 
probable que ces deux effets soient importants en catalyse enzymatique, bien que 
dans la plupart des cas, il soit difficile de justifier ceci, du fait que les reactions non 
catalysees sont trop lentes pour que les valeurs de AS* et de AH* puissent etre 
mesurees. 
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L'enthalpie et l'entropie d'activation d'une reaction chimique fournissent une 
information precise sur la nature de l'etat de transition et done sur le mecanisme de 
reaction. Une enthalpie d'activation elevee indique une augmentation de la tension 
ou la rupture d'une liaison chimique, qui est necessaire pour la formation de l'etat 
de transition. Si AS* est fortement negatif, la formation de l'etat de transition 
necessite que les molecules reactives adoptent des conformations precises et 
s'approchent les unes des autres avec un angle precis. Comme les molecules 
varient dans leur stabilite conformationnelle, e'est-a-dire dans leur rigidite, et dans 
leur complexity, on pourrait s'attendre a ce que les valeurs de AS * varient beau- 
coup entre diverses reactions, ce qui est le cas. Les molecules qui sont importantes 
dans les processus metaboliques sont nombreuses et flexibles, impliquant que des 
reactions non catalysees entre les memes molecules sont fortement improbables. 

2.5.5. Les enzymes stabilisent l'etat de transition de la reaction 

En plus de fournir une explication a la dependance de la vitesse de la reaction sur la 
temperature, l'equation [2.80] fournit egalement un moyen de mesurer l'efficacite 
catalytique des enzymes. L'effet de tout catalyseur, y compris celui des enzymes, 
est d'accelerer les reactions en augmentant les constantes de vitesse, sans affecter 
l'equilibre global de la reaction. Le parametre qui varie est K* ou la variation 
d'energie de GIBBS associee, AG*. L'existence d'interactions specifiques entre les 
substrats et les groupes du centre catalytique de reaction (site actif des enzymes), 
facilite la formation de l'etat de transition (« stabilisation » de l'etat de transition) 
et le AG* diminue d'une quantite AAG*. Si AG* est la variation d'energie de 
GIBBS d'activation en absence d'enzyme, la variation d'energie de GIBBS en 
presence d'enzyme est donnee par : AG* - AAG*. Cette diminution de l'energie de 
GIBBS d'activation se traduit par une variation dans 1' expression de la constante de 
vitesse, dans laquelle il devient possible de defmir un facteur d' acceleration : 

, -(AG* -AAG*) - AG * AAG* 

, _ K B I RT _ K B 1 RT RT _ , r ,~ 

"•cat — , c — C C — Inoncat J acc L^-- ^! 

h h 

AAG* 

ou le facteur d'acceleration donne par e RT peut atteindre une valeur de 10 14 . 

Parce que le AAG* est identique dans les deux sens de la reaction, le meme facteur 
d'acceleration s'applique dans les deux sens de la reaction. Le catalyseur augmente 
done la vitesse dans les deux sens mais ne modifie pas la position de l'equilibre 
entre les substrats et les produits. 

Ce principe fondamental de la catalyse enzymatique a ete propose par Haldane en 
1930 et developpe par Pauling en 1946 : les enzymes catalysent les reactions 
chimiques en stabilisant specifiquement l'etat de transition de la reaction. Pour 
catalyser une reaction, un enzyme doit etre complementaire de l'etat de transition 
de la reaction. Cela signifie que les interactions entre le substrat et l'enzyme 
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doivent etre optimales dans l'etat de transition. La difficulte dans 1' etude de l'etat 
de transition est que sa structure ne peut pas etre determined directement. La 
complementarite entre 1' enzyme et l'etat de transition de la reaction ne peut etre 
demontree que de maniere indirecte. 

PR03LEME5 

2.1 - De nombreuses reactions se caracterisent par un doublement de la 
vitesse quand la temperature est augmentee de 25°C a 35°C. Quelle 
conclusion peut-on tirer au sujet de I'enthalpie d'activation ? 
(R= 8,31 J mol" 1 K" 1 , 0°C = 273 K, In 2 = 0,693) 

2.2- Dans le calcul de I'equation d'ARRHENluS (§ 2.5.2), un terme X a ete 
introduit et subsequemment suppose egal a zero. A la lumiere de la 
theorie de l'etat de transition (§ 2.5.4), quelle serait la valeur de X a 300 K 

(27°C) ? 



3 - Introduction a la cinetique enzymatique 
Reactions a un substrat et un proouit 



3.1. HlSTORIQUE 

5.1.1. La decouverte dee enzymes 

Les premieres demonstrations d'une activite enzymatique dans des extraits naturels 
remontent au xvif siecle, quand Reaumur d'abord et Spallanzani ensuite 
montrent que le sue gastrique des oiseaux est implique dans la digestion de la 
viande. Dans une experience simple, Spallanzani nourrit des aigles avec des 
morceaux de viande entoures d'un treillis metallique qu'il peut ensuite extraire de 
l'estomac des oiseaux pour suivre revolution de la digestion. La mise en evidence 
de l'activite d'autres « enzymes » se poursuit au XIX e siecle. En 1833, PAYEN et 
Persoz isolent a partir du malt une substance qui est responsable de la fermenta- 
tion et qu'ils nomment diastase. Ce terme sera par la suite utilise pour designer de 
maniere generale toutes substances responsables de fermentation. Plus tard, le 
suffixe -ase a ete conserve pour designer la macromolecule responsable d'une 
activite enzymatique. Par exemple, l'amylase est un enzyme responsable de la 
degradation de l'amidon. En 1836, alors qu'il etudie les processus digestifs, 
Schwann isole la pepsine, une substance responsable de la digestion dans l'esto- 
mac et le premier enzyme obtenu a partir d'un tissu animal. Les decouvertes se 
succedent ensuite : l'emulsine (Wohler et Liebig, 1837), la lipase du pancreas 
(BERNARD, 1840), l'invertase de la levure (BERTHELOT, 1860) et la trypsine du 
pancreas (Kuhne, 1877). 

A cette epoque, la nature de ces agents actifs est inconnue et fait meme l'objet d'une 
controverse. D'un cote, il y a ceux qui, derriere Louis PASTEUR, pensent que les 
fermentations sont provoquees par des microorganismes et que les agents 
responsables, les ferments, ne peuvent etre dissocies de la presence de cellules 
vivantes. De l'autre cote, il y a ceux, qui derriere Julius LIEBIG, pensent que les 
ferments sont des substances dissociables des etres vivants. Les ferments sont done 
divises en deux categories, les « ferments figures » qui sont visibles et impliquent la 
presence de cellules vivantes et les « ferments solubles ». Pour designer ces derniers, 
KUHNE invente le mot « enzyme » qui signifie litteralement « dans la levure », mais 
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en 1897, Eduard BUCHNER resout le probleme en montrant que les « ferments 
solubles » sont les veritables principes actifs et qu'ils sont contenus dans les 
« ferments figures ». A partir de levure de biere, il isole une substance qu'il nomme 
zymase et avec laquelle il est capable de reproduire la fermentation in vitro. 
Toutefois, la nature chimique des enzymes n'est pas etablie. Certains comme Eduard 
BUCHNER et Emil FISCHER considerent les enzymes comme des proteines, mais 
d'autres pensent que le principe actif des enzymes est une petite molecule adsorbee 
sur la proteine. II faudra attendre la purification et la cristallisation de l'urease par 
James B. SUMNER en 1926 pour que soit defmitivement acceptee la nature proteique 
des enzymes. La composition des proteines sera etablie au debut du xx e siecle et la 
premiere structure tridimensionnelle est determined par KENDREW en 1957. Fina- 
lement, dans les annees 1980, Thomas Cech decouvre les ARN catalytiques, une 
autre classe de macromolecule egalement dotee d'une activite catalytique. 

I 

Rene Antoine FERCHAULT DE REAUMUR (1683-1757) 

La premiere mise en evidence experimental de I'activite des enzymes est attribuee a 
Reaumur, dont la carriere scientifique est un bel exemple de ces savants des siecles 
passes qui etaient capables de briller dans les disciplines les plus variees. Rene Antoine 
Ferchaultde Reaumur naft a la Rochelle le 28 fevrier 1683 d'une famille de petite noblesse. 
II commence ses etudes a la Rochelle, les poursuit chez les Jesuites a Poitiers et ensuite 
etudie le droit a Bourges. II se passionne alors pour les sciences et I'observation de la 
nature et entame des etudes de mathematiques. A 25 ans, il est admis a I'Academie des 
Sciences comme eleve geometre. II sera directeur de cette institution a douze reprises et 
sous-directeur a neuf reprises. 

II s'interesse a la metallurgie et au developpement de cette industrie. En 1722, il publie le 
Traite surl'artde convertirle feren acieretd'adoucirle ferfondu dans lequel il rapporte 
de nombreuses experiences sur la mise au point de precedes de fabrication de I'acier. II 
se preoccupe egalement de la fabrication de la porcelaine et ce sont ses successeurs qui, 
travaillant sur ses indications, etabliront I'utilisation de I'argile blanche, notamment dans 
la region de Limoges. 

Reaumur est surtout celebre pour la construction, sur la base des travaux de Newton, du 
premier thermometre a alcool fiable etque nous utilisons toujours. II publie ses travaux 
dans un memoire intitule Regies pour construire des thermometres. II choisit comme 
points extremes de sa graduation les temperatures de fusion et d'ebullition de I'eau, mais 
les fabricants divisent cette gamme en 80 degres. C'est Celsius qui plus tard introduira la 
division centesimale utilisee jusqu'a nos jours. 

II fait de tres nombreuses decouvertes dans le domaine des sciences naturelles. II etudie 
principalement les invertebres qui, a cette epoque, sont generalement delaisses par les 
autres naturalistes. Entre 1734 et 1742, Reaumur publie six volumes de ses Memoires pour 
servira I'Histoire des Insectes dans lesquels il presente des observations rigoureuses 
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de I'anatomie et du comportement de ces arthropodes. Ces ouvrages sont ecrits dans un 
style clair et vivant sans perdre la rigueur et la precision necessaires a un expose 
scientifique. Ces deux qualites seront reconnues et louees plus tard par Jean-Henri Fabre, 
un entomologiste de renom de la fin du xix B siecle. 

En 1752, Reaumur realise des experiences dans lesquelles il demontre que la digestion de 
la viande par des oiseaux de proie resulte de Taction chimique du sue gastrique plutot que 
d'une action mecanique. II fait avaler a des rapaces des tubes contenant de la viande et 
qui sontfermes a leurs extremites par un bouchon grillage. Lorsque les oiseaux 
regurgitent les tubes, il constate que la viande est partiellement digeree. Dans son Second 
memoire surla digestion (1752), il ecrit : 

La digestion est operee par la seule action d'un dissolvant 
et par la fermentation qu'il fait naitre. 

Reaumur ne s'est jamais marie et a consacre sa vie a sa carriere academique et scienti- 
fique. II meurt en 1757 dans sa propriete de La Bermondiere, a St-Julien-du-Terroux, des 
suites d'une chute de cheval. 

3.1.2. Les premieres etudes de la cinetique enzymatique et le 
developpement du concept du complete enzyme-substrat 

L'etude de la vitesse des reactions catalysees par des enzymes debute dans la 
seconde moitie du XIX e siecle, a un moment ou la cinetique chimique est en plein 
developpement. A cette epoque la majorite des etudes etaient realisees avec des 
enzymes impliques dans des processus de fermentation, en particulier l'invertase 7 , 
qui catalyse l'hydrolyse du saccharose figure 3.1. 

L'etude de la cinetique d'hydrolyse du saccharose en presence de differents acides 
avait conduit au developpement des equations de vitesse et avait fmalement amene 
GULDBERG et WAAGE a proposer en 1864 la hi d' action de masses et ensuite 
VAN'T HOFF a defmir la constante d'equilibre d'une reaction reversible comme le 
rapport des vitesses dans les directions directe et inverse. A la fin du xix e siecle, les 
fondements theoriques de la cinetique chimique sont done etablis et la question qui 
intrigue les savants de 1' epoque est de savoir si la cinetique des reactions catalysees 
par les enzymes peut etre decrite par les memes lois. Les enzymes sont associes a 
des reactions du monde vivant et la demonstration que ces composes obeissent aux 
memes lois que les reactions chimiques a, a l'epoque, une portee beaucoup plus 
profonde que la resolution d'un probleme de cinetique de reaction. 



1. Dans la nomenclature 'Internationale, l'invertase est aujourd'hui connue sous le 
nom de {S-fructo-furanosidase. 
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3.1 - L'hydrolyee et la mutarotation du saccharose 

La majorite dee etudes reaWeeee au xif siecle et au debut du xf siecle portaient sur dee 
enzymes impliques dans \es phenomenes de fermentation, et en particuiier sur I'invertase 
qui catalyse I'hydrolyse du saccharose. L'hydrolyse du saccharose par les acides ou par 
i'invertase est un modele important qui a servi aux premiers deveioppements de ia cine- 
tique chimique et de la cinetique enzymatique. L'hydrolyse du saccharose, qui s'accom- 
paqne de ia mutarotation du qlucose et du fructose, etait suivie par poiarimetrie. Le 
pouvoir rotatoire specifique [cc] D correspond a i'anqie de rotation du plan de polarisation de 
la lumiere mesure a 539,6 nm (la lonqueur d'onde de la rale D du sodium) rapportee pour 
une cuvette dont le trajet optique a une lonqueur de 1dm et pour un echantlllon dont la 
concentration est eqale a 1 q mL~ . 
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3.1.3. lee travaux de Victor Henri 

En 1903, Victor HENRI publie sa these de doctorat es Sciences intitulee Lois 
generates de V action des diastases dans laquelle il fait une synthese critique des 
donnees cinetiques disponibles a l'epoque, y compris des siennes, dans le but de 
deriver une equation de vitesse qui represente correctement la cinetique enzy- 
matique. II obtient ainsi la premiere equation de vitesse basee sur un mecanisme 
reactionnel defini et prouve defmitivement que la cinetique enzymatique respecte 
la loi d'action de masses comme les reactions chimiques (voir ci-dessous). 

En suivant la demarche qu'il adopte dans l'introduction de sa these, nous presen- 
tons ici brievement trois ensembles d'idees et de donnees experimentales sur 
lesquels repose le travail de these de Victor Henri : 

► Les enzymes sont des catalyseurs - Les premieres etudes de la cinetique enzy- 
matique avaient permis de demontrer que les enzymes etaient des catalyseurs. En 
1835, BERZELIUS avait introduit le terme faction catalytique pour expliquer 
divers processus chimiques parmi lesquels il rangeait la decomposition de 1' ami- 
don par un extrait de malt. Grace a son sejour dans le laboratoire d'OSTWALD, 
Henri est parfaitement bien informe sur les etudes realisees a l'epoque pour 
comprendre les mecanismes catalytiques. II presente dans sa these les proprietes 
des enzymes qui sont caracteristiques de Taction des catalyseurs : l'existence 
d'une grande disproportion entre la quantite de catalyseur utilisee et la masse 
transformee de substrat, la modification complete par l'enzyme de la courbe 
devolution d'une reaction sans modification de la position des equilibres et la 
dependance de la constante de vitesse vis-a-vis de la concentration d' enzyme. 
Finalement, il note l'importance d'etudier la loi de vitesse qui caracterise une 
reaction parce qu'elle permet de distinguer les differents types de mecanismes 
catalytiques, et eventuellement de mettre en evidence la formation transitoire de 
complexes entre le catalyseur et le substrat. 

► Les premieres etudes de la cinetique des reactions enzymatiques - Au moment 
ou Henri entame son etude, de nombreux travaux ont deja ete realises par d'autres 
pour comprendre le mecanisme d'action de divers enzymes. Dans la seconde partie 
de son introduction, il discute de l'importance de certains travaux et notamment de 
ceux realises sur Taction de Tinvertase (qu'il appelle invertine). Divers resultats 
demontrent Taction catalytique des enzymes selon les criteres defmis par HENRI. 
Par exemple, O'SULLIVAN et TOMPSON (1890) qui ont etudie par polarimetrie la 
reaction d'hydrolyse du saccharose par Tinvertase, ont montre que cette enzyme 
n'est ni alteree, ni detruite au cours de la reaction (excepte aux temperatures 
elevees) et qu'un echantillon reste actif apres avoir catalyse Thydrolyse d'une 
masse de saccharose correspondant a lOOOOOfois la masse de l'enzyme. 
Concernant T equation de vitesse, diverses etudes ont ete consacrees a la variation 
de la vitesse avec la concentration d'enzyme. Les resultats d'O'SULLlVAN et 
TOMPSON (1890) et ceux de TAMMANN, montrent que Tactivite de l'enzyme est 
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directement proportionnelle a la concentration d'enzyme utilisee dans l'essai et 
done que la cinetique suit les predictions de la loi d'action de masses. Par contre, 
lorsqu'il s'agit d'expliquer la variation de la vitesse de la reaction avec la concen- 
tration de saccharose, e'est-a-dire avec la concentration de substrat, les choses sont 
moins evidentes. A une concentration fixe de substrat, les cinetiques observees par 
O'SULLIVAN et TOMPSON suivent approximativement une courbe exponentielle 
comme le predisent les lois de la cinetique chimique pour une reaction 
unimoleculaire. Toutefois, bien que ces auteurs aient constate une legere deviation 
par rapport a cette loi, ils n'ont pas etudie la variation de la vitesse avec la 
concentration initiale de substrat. Cette etude a neanmoins ete realisee par Barth 
(1878) et par Duclaux (1898), mais ceux-ci ont conclu que la vitesse de la 
reaction enzymatique etait independante de la concentration de substrat. DUCLAUX 
propose un modele cinetique ou la diminution de la vitesse observee au cours de la 
cinetique est expliquee par une inhibition par le produit de la reaction. BARTH a 
remarque que cette independance de la vitesse vis-a-vis de la concentration de 
substrat n'est plus verifiee pour des solutions suffisamment diluees de substrat, une 
observation qui a ensuite ete confirmee par BROWN (1892). 

► Le concept du complexe enzyme-substrat - La formation d'un complexe entre 
l'enzyme et son substrat constitue aujourd'hui le concept central de la catalyse 
enzymatique ; son importance dans les mecanismes de fonctionnement des 
enzymes sera discutee plus en details dans d'autres chapitres. La notion selon 
laquelle la formation d'un complexe entre 1' enzyme et son substrat est necessaire 
pour l'activite enzymatique est apparue dans divers travaux a la fin du XIX e et 
au debut du xx e siecle. Cette notion est deja implicite dans les travaux d'Emil 
FISCHER qui s'interesse a la specificite de Taction des enzymes. II propose que la 
complementarite sterique entre l'enzyme et son substrat est a l'origine de cette 
specificite et que les enzymes et les substrats se reconnaissent comme une cle 
s'adapte dans une serrure figure 3.2. 

Groupe 
catalytique 3 




Enzyme (E) Complexe (EA) 

3.2 - Le concept cle-serrure propose par Emil Fischer pour expliquer la specificite 
d'action des enzymes suggerait I'existence d'un complexe enzyme-substrat 
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Dans leurs etudes menees sur l'invertase, O' Sullivan et Tompson ont remarque 
que la stabilite thermique de l'enzyme augmentait en presence de son substrat et ils 
ont evoque l'idee de la formation d'un complexe enzyme-substrat pour expliquer 
cette variation des proprietes de la proteine. 

L'invertase, quand elle est mise en presence de sucre de canne (saccharose) 
supporte une temperature de 25°C superieure a celle quelle supporte en son 
absence, C'est un fait tres marquant et, autant que nous pouvons en juger, ily a une 
seule explication a cela, nommement que l'invertase se combine avec le sucre. 

Adolphe WURTZ (1880) est arrive a une conclusion similaire pour expliquer l'ap- 
parition d'un precipite lors de l'hydrolyse de la fibrine catalysee par la papa'ine ; il 
suggere que le precipite est un compose papa'fne-fibrine qui agit comme un inter- 
mediate dans l'hydrolyse. Neanmoins, c'est BROWN qui demontre defmitivement 
que la formation d'un complexe entre l'enzyme et son substrat explique les depen- 
dances experimentales de la vitesse de reaction vis-a-vis des concentrations 
d' enzyme et de substrat. En parallele avec d'autres chercheurs, Brown observe 
que les vitesses des reactions catalysees par des enzymes devient des cinetiques de 
second ordre (1892). Initialement, il a montre que la vitesse d'hydrolyse du saccha- 
rose dans la reaction de fermentation par des levures vivantes semble etre depen- 
dante de la concentration de saccharose. Le conflit entre les resultats de Brown et 
ceux de O'Sullivan et Tompson n'a pas ete apprehende serieusement, parce que 
la catalyse par des enzymes isoles est consideree comme un phenomene 
fondamentalement different de la fermentation par des organismes vivants. Mais la 
decouverte par Eduard Buchner (1897), qu'un extrait de levure depourvu de 
cellule vivante peut catalyser la fermentation alcoolique, pousse Brown (1902) a 
reexaminer ses resultats. Apres avoir confirme leur veracite, il montre que des 
resultats similaires peuvent etre obtenus avec l'invertase purifiee. BROWN (1892) 
defend l'idee du complexe enzyme-substrat dans un contexte purement cinetique. II 
propose qu'un mecanisme impliquant un complexe enzyme-substrat impose une 
limite sur la vitesse de reaction qui peut etre atteinte par le systeme. Si un 
complexe existe pendant un bref laps de temps avant la liberation du produit, alors 
une vitesse maximale devrait etre atteinte lorsque la concentration de substrat est 
suffisante pour convertir tout l'enzyme en complexe enzyme-substrat, en accord 
avec la loi d' action de masses. Inversement, a de plus faibles concentrations de 
substrat, la vitesse a laquelle le complexe est forme devient significative et, en 
consequence, la vitesse de reaction est dependante de la concentration de substrat. 

Selon HENRI (1903), diverses etudes menees au moment ou il entame son travail 
font apparaitre des differences entre Taction des enzymes et celle des acides et 
suggerent que les enzymes operent par un mecanisme different de celui des acides. 
Henri propose d'entreprendre une etude experimentale systematique de la 
cinetique enzymatique en faisant varier les conditions d'une maniere aussi 
complete que possible et d'analyser les resultats en se plaqant de nouveau au point 
de vue des lois de la chimie generale afin de defmir un mode d'action general pour 
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les enzymes qui s'appuie uniquement sur la loi de I 'action de masses, sans avoir 
recours a des proprietes sui generis qui seraient dues seulement aux diastases. 

Dans son travail de these, Victor HENRI etudie la cinetique d'action de trois 
enzymes qu'il purifie lui-meme ou qu'il obtient sous la forme de preparations 
commerciales : l'invertase, l'emulsine et l'amylase. Pour l'invertase, il observe que 
la vitesse diminue au cours de la reaction mais il prouve defmitivement que cette 
diminution est beaucoup moins rapide que ne le predit une loi de premier ordre. 
Pour expliquer cette difference, il mesure la variation de la vitesse avec la 
concentration de saccharose et observe une variation complexe de la vitesse avec la 
concentration de substrat. Ainsi, dans la figure 3.3 qui reproduit les donnees de 
Henri, la vitesse double pour une augmentation d'un facteur quatre de la concen- 
tration de substrat entre 0,025 M a 0,1 M, mais la vitesse est a peine trois fois plus 
grande pour une augmentation d'un facteur dix de la concentration de substrat entre 
0,025 M et 0,25 M. II demontre que l'enzyme n'est pas modifie au cours de la 
reaction et que la diminution de la vitesse observee aux fortes concentrations de 
substrat (montree dans la figure 3.3) est due a Taction inhibitrice des produits, 
principalement du fructose (qu'il appelle levulose). Finalement, en etudiant la 
variation de la vitesse de la reaction avec la concentration d'enzyme, il confirme la 
proportionnalite directe entre la vitesse de la reaction et la concentration d'enzyme. 




0,4 0,8 

Concentration de saccharose (M) 



3.3 - Cinetique d'hydrolyse du saccharose par l'invertase 

Donnees presentees par Henki dans sa these de doctorat. La Wqne en trait continu montre 
la courbe theorique dessinee en utilisant \'ei\uat\on [3.2] et les valeurs suivantes des 
parametres : k = 72,25 s~ 1 et m = 12,1 M~\ 

Sur la base de ces resultats, il cherche a etablir une equation de vitesse qui permette 
de defmir une constante de vitesse independante des concentrations d'enzyme et de 
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substrat, qui soit derivee a partir d'un mecanisme reactionnel defini et qui soit en 
accord avec la loi d' action de masses. Ce travail l'amene a remettre en question le 
modele d' action enzymatique de BROWN qui impliquait un temps de vie fixe pour 
le complexe enzyme-substrat entre sa creation et sa denaturation, et il propose pour 
le remplacer un mecanisme qui, quoique conceptuellement similaire a celui de 
BROWN, est exprime en des termes mathematiques et chimiques plus precis. HENRI 
propose que 1' enzyme interagisse de maniere reversible avec le substrat et avec le 
produit et que ce soit la rupture du complexe enzyme-substrat qui donne le produit. 
II concoit parfaitement que son modele repose sur deux hypotheses et il en discute 
les consequences : 

► des equilibres rapides s'etablissent entre l'enzyme et le substrat et entre l'enzyme 
et le produit ; 

► il existe une grande difference de concentration entre le substrat et l'enzyme. 

A partir de ces considerations, il derive une equation de vitesse (equation [3.1]) qui 
rend compte des dependances de la vitesse aux concentrations de substrat, d'en- 
zyme et de produit : 

v _d_[PJ__ k(fAJ -[Pj) 

dt l + m([AJ -[Pj) + n[PJ 
Pour la vitesse initiale, cette equation se simplifie puisque [P] = : 

v = d£fl = k[AJ 
dt l + m[AJ 

Dans ces equations, k, m et n sont des constantes caracteristiques du systeme 
enzymatique etudie. Comme le note HENRI, cette equation predit que pour une 
concentration suffisamment elevee de substrat la vitesse de la reaction devient 
independante de la concentration de substrat mais que, pour une concentration 
faible de substrat, la vitesse est directement proportionnelle a cette concentration. 



3.1.4. Les problemes rencontres par Henri 

A la fin du XIX e siecle, aucun enzyme n'etait disponible sous une forme purifiee et 
les methodes de mesure de l'activite de ces enzymes etaient primitives. En dehors 
de ces problemes, plusieurs critiques ont ete faites au sujet du travail de Henri. 
Bien que lui et BROWN aient atteint des conclusions essentiellement correctes sur le 
mode d'action des enzymes, ils l'ont fait sur la base d'experiences qui ouvrent la 
porte a de serieuses objections. Premierement, la notion de pH qui est particu- 
lierement importante pour l'etude des reactions en solution n'a pas encore ete 
introduite, et HENRI n'utilise pas de tampon pour controler le pH de son echantillon. 
Le concept de pH ne sera introduit par S0RENSEN qu'en 1909. O' SULLIVAN et 
TOMPSON avaient realise, sans pouvoir y apporter une solution, que la vitesse de la 
reaction dependait fortement de l'acidite du melange reactionnel. Lorsque Vacidite 
est dans la proportion la plus favorable, ils obtiennent des resultats reproductibles. 
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Pour controler l'acidite du milieu, O'Sullivan et Tompson ajoutent de l'acide dans 
leur preparation d'enzyme jusqu'a atteindre un pH optimum aux environs de pH4. 
De son cote, BROWN prepare l'enzyme d'une maniere differente et observe que 
l'addition d'acide n'est pas necessaire (ses solutions sont vraisemblablement 
suffisamment tamponnees par les composants naturels de la levure), alors que Henri 
ne mentionne pas ce probleme. Deuxiemement, dans ses travaux sur l'invertase, 
HENRI utilise la mesure directe de polarimetrie pour calculer la quantite de Sucre 
qui a reagi et ne tient pas compte de la mutarotation du produit. A cette epoque, 
seuls O'Sullivan et de Tompson prenaient en compte la mutarotation du glucose. 
Selon Segal, il semble cependant que cette mauvaise pratique n'ait par affecte 
significativement les resultats de HENRI. 



Victor Henri (1872-1940) 




Victor Henri est l'un des fondateurs de la physico- 
chimie biologique en France. Sa carriere est un bel 
exemple de pluridisciplinarite etde mobilite qui n'a 
pas empeche Henri de briller par la nouveaute de ses 
idees dans les differents domaines qu'il a abordes. 
Comme le mentionne Jean Duchesne, Victor Henri etait 
un « penseur universel » pour qui les grands problemes 
industriels ne pouvaient etre resolus qu'en se basant 
sur la science fondamentale, une conception de la 
recherche que nous avons peut etre trap tendance a 
oublier aujourd'hui. 

Victor Henri est ne a Marseille le 6 juin 1872, de parents 
issus de I'aristocratie russe. II passe sa jeunesse en 
France, puis entreprend, a I'ecole allemande de 
Saint-Pete rsbourg, des etudes classiques qu'il termine 
a Paris ou il vient s'installer a I'age de 14 ans. II etudie ensuite a la Sorbonne ou il obtient 
un certificat de mathematiques et un de sciences naturelles. II travaille ensuite dans le 
laboratoire de philosophie de I'Universite de Leipzig et acquiert en 1897 le grade de 
docteur en philosophie a I'Universite de Gottingen grace a une these intitulee Uberdie 
Raumwahrnehmungen des Tastsinnes (Localisation des sensations du gout). Revenu a 
Paris, il s'interesse a la psychologie et en particulier au stress psychologique des 
etudiants. En 1898, il publie avec Alfred Binet un ouvrage intitule La fatigue intellectuelle, 
dans lequel ils presentent de nombreuses donnees physiologiques - rythmes cardiaques 
et respiratoires, pression sanguine, temperature corporelle, sensibilite cutanee - 
mesurees lors d'activites intellectuelles et qui fut longtemps cite en reference. 
Convaincu que la psychologie repose sur la physiologie etfinalementsur la physique 
et la chimie moleculaire, il poursuit sa formation comme assistant a la Sorbonne dans 
le laboratoire du professeur Albert Dastre qui a ete un eleve de Claude Bernard et est 
un fervent defenseur de I'application des etudes physico-chimiques a des problemes 
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de physiologie. II va se former a I'etude quantitative des reactions enzymatiques et 
de la catalyse dans le laboratoire de Wilhelm Oswald a Leipzig. Le 20 fevrier 1903, il 
obtient le titre de docteur es Sciences grace a une these intitulee Lois generates de 
/'action des diastases dans laquelle il reduit I'activite des agents biologiques aux lois 
fondamentales de la chimie-physique et introduit une equation fondamentale 
regissant la cinetique des reactions enzymatiques. En 1907, Henri devient maitre de 
conference a la Sorbonne ou il enseigne la chimie physique. 

Bien qu'il continue a s'interesser a la matiere dans son etat colloi'dal, c'est a cette epoque 
qu'il commence a s'interesser aux interactions entre les radiations electromagnetiques 
et la matiere biologique, et a la photochimie, un sujet de recherche qu'il poursuivra dans 
la suite de sa carriere et qui lui vaudra une nouvelle reconnaissance internationale. 
Avec Rene Wurmser, il montre que les molecules passent, sous Taction de la lumiere, 
dans un etat active qui est prealable a la reaction elle-meme. Cette notion importante 
d'etat active sous I'influence de la lumiere aura d'importantes applications dans I'etude 
de la photosynthese. 

La premiere guerre mondiale va cependant interrompre ses travaux. Durant cette periode, 
il est envoye en Russie ou, au titre d'attache frangais, il est charge d'organiser I'industrie 
chimique en vue de la defense nationale. Apres la revolution d'Octobre, il obtient une 
chaire de physiologie a I'Universite Choniawski de Moscou. II y poursuit ses travaux de 
photochimie en analysant et publiant les resultats qu'il avait obtenus a Paris. 

En 1920, a son retour de Russie, il est nomme professeur de chimie physique a I'Universite 
de Zurich ou il a pour collegue Hermann Weyl, Erwin Schrodinger et Peter Debye. C'est 
pendant son sejour a Zurich qu'il fait une importante decouverte dans le domaine de la 
physique moleculaire en etudiant la largeur des bandes d'absorption de molecules 
gazeuses, la pre-dissociation des molecules dans leur etat active. II publie ce concept 
fondamental de la photochimie dans une monographie intitulee Structures des molecules 
(1925). En 1927, il publie avec Rene Wurmser une autre contribution importante pour la 
photochimie. lis comparent le nombre de quanta absorbes au nombre de molecules qui 
reagissent et concluent que le principe d'equivalence photochimique etabli par Einstein 
(selon lequel le nombre de molecules reagissant avec la lumiere est egal au nombre de 
quanta absorbes) n'est pas respecte car dans la majorite des cas, les phenomenes 
mesures comprennent plusieurs reactions elementaires successives et le rendement 
quantique est different de un. 

En 1930, il quitte Zurich et s'installe a proximite de Marseille ou il doit prendre la direction 
d'un institut de petrochimie. Ce projet ne verra jamais le jour et en 1931, Victor Henri est 
nomme titulaire de la chaire de chimie physique a I'Universite de Liege. A Liege, il poursuit 
ses etudes de photochimie, developpant notamment la spectroscopie des molecules 
polyatomiques et commence a s'interesser a I'activation thermique. II utilise egalement la 
spectroscopie pour caracteriser la structure d'hormones et de vitamines et pour doser 
ces molecules. II retrouve Peter Debye, invite a Liege pour un an en tant que titulaire de la 
chaire Francqui. En 1933, Henri publie son cours donne a I'Universite de Liege sous le titre 
Physique moleculaire : Matiere et energie. 

La guerre interrompt une seconde fois ses recherches. En 1940, il rentre en France pour 
se mettre au service de la defense nationale et rejoint Langevin au Centre national de 
recherche scientifique appliquee frangaise. II meurt cette annee-la a La Rochelle des 
suites d'une congestion pulmonaire. 
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3.1.5. La notion de site actifet le mecanieme d' action des enzymes 

Les progres realises au debut du xx e siecle dans la connaissance de la nature et de 
la structure des proteines, ont progressivement conduit au developpement de la 
notion de site actif. La premiere representation d'un substrat se fixant a la surface 
d'un enzyme a ete proposee par E.F. ARMSTRONG en 1904 pour expliquer la stereo- 
specificite des enzymes (figure 3.4). Aujourd'hui, on defmit le site actif comme la 
region particuliere de 1' enzyme au sein de laquelle se deroule la reaction enzy- 
matique proprement dite. De maniere generale, le site actif a une taille restreinte 
par rapport a la taille globale de la proteine, il est defini dans les trois dimensions et 
est souvent localise dans une crevasse caracterisee par un micro-environnement 
specifique. C'est 1' arrangement des atomes constituant le site actif qui va determiner 
la specificite d'action de l'enzyme et la selection precise du substrat, la molecul de 
substrat devant s' adapter a la forme et aux proprietes de fixation de ce site actif. 
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a - Reproduction de /a premiere represen- 
tation schematise d'un substrat dana 
eon eite actif due a E.F. Armstrong (1904) 

A cette epoc\ue, le qlucoee etait represents 
eoue \a forme d'un cycle a 5 pieces et \a 
structure de l'enzyme dont la nature n'etalt 
pas Stabile Stalt materlallsee par un trait 
qras. Malqre sa slmpllclte, cette reprSsen- 
tatlon mettalt deja en evidence le contact 
Intlme exlstant entre l'enzyme et le substrat. 

b - Representation moderne du site actif de \a chymotrypsine (code pdb : \GG&) 
occupe par un inhibiteura I'aide du logiciel VMD (Humphrey, Dalke et Schulten, 1996) 

L'enzyme est reprSsente sous la forme d'une surface. Les parties ombrees indiquent les 
residus essentlels directement ImpliquSs dans la catalyse chimique ou dans la fixation de 
I'inhibiteur. L'inhibiteur est reprSsentS de maniere simplifiSe (Imaqe preparSe par H. Valadie). 

3.4 - Representation du site actif des enzymes 

La representation de la structure du site actif des enzymes a SvoluS avec les proqres 
realises a la fols dans la dStermlnatlon expSrlmentale de la structure des protSlnes et 
dans le dSveloppement des loqlclels de visualisation de ces structures. 
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Les progres dans 1' etude des mecanismes enzymatiques ont conduit au developpe- 
ment d'un second modele decrivant l'interaction entre le substrat et l'enzyme. Le 
premier, illustre dans la figure 3.2, a ete introduit par FISCHER et repose sur 
l'existence d'une complementarite entre le substrat et le site actif de l'enzyme qui 
peut etre comparee a celle existant entre une cle et une serrure. Le second modele, 
propose ulterieurement par KOSHLAND, implique un changement de conformation 
du site actif de l'enzyme lors de la fixation du substrat. 

Ce modele est connu sous le nom & ajustement induit {induced-fit) et est illustre 
dans la figure 3.5. Ce modele implique que l'enzyme selectionne specifiquement 
son substrat, non sur la base d'une complementarite statique entre l'enzyme et le 
substrat, mais en agissant comme des « pinces » qui se renferment pour pieger le 
substrat. L'enzyme devient actif uniquement dans sa forme ferm.ee impliquant une 
regulation de l'activite par la fixation du substrat. 




Enzyme (E) Complexe (EA) 

3.5 - llluetration du mecanisme d'ajustement induit propoee par K.05HLAND 



3.2. Description cinetique pes reactions enzymatiques 
dan5 pe5 c0nditi0n5 d'equili3re 

3.2.1. La premiere equation cinetique : I'equation de Henri 

Comme nous l'avons vu ci-dessus, HENRI a derive la premiere equation de vitesse 
representant correctement le mecanisme d'action des enzymes. Le principe fonda- 
mental du fonctionnement des enzymes, tel qu' HENRI 1' envisage, est la formation 
d'un complexe enzyme-substrat, EA, en equilibre avec le substrat libre. Ce 
mecanisme implique une premiere etape de fixation du substrat sur l'enzyme et une 
seconde etape de conversion du substrat en produit, qui se deroule au sein du 
complexe enzyme-substrat (EA). La seconde etape se termine par la liberation du 
produit. Si nous considerons la cas simple ou [P] =0 et la vitesse initiale de la 
reaction est mesuree (§ 4.1.2), ce mecanisme est represente par le schema suivant : 
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K a k 2 

E + A =*=t EA — ^ E + P [3.3] 

ou A et P representent respectivement le substrat et le produit, E l'enzyme libre, 
EA le complexe enzyme-substrat, et ou K a est la constante de dissociation du 
complexe enzyme-substrat EA : 

K a = [3 .4] 
[EA] 

Comme nous l'avons dit, HENRI suppose l'existence d'un equilibre rapide pour la 
formation du complexe EA a partir de l'enzyme libre et du substrat libre et c'est a 
partir de ce modele qu'il a obtenu l'equation de vitesse presentee dans l'equa- 
tion [3.1]. II est utile de se rappeler qu'en enzymologie, la constante d'equilibre est 
generalement defmie dans le sens de la dissociation du complexe, ce qui conduit a 
une constante d'equilibre K a exprimee en unites apparentes de concentration. Dans 
le cas de reactions enzymatiques complexes, cette convention simplifie considera- 
blement l'equation de vitesse par rapport a l'utilisation de constantes d'association. 

La formulation mathematique d'un mecanisme enzymatique et l'ecriture de l'equa- 
tion de vitesse correspondante sont generalement des etapes difficiles a realiser par 
les etudiants. A cette difficulty s'ajoute le fait que le probleme peut etre resolu de 
diverses manieres et que souvent les ouvrages de reference se limitent au traitement 
detaille des cas simples, ne presentant que l'equation finale de vitesse pour les 
mecanismes plus complexes. Nous presentons ici une methode generate et simple 
pour l'ecriture des equations de vitesse qui repose sur l'application successive de 
trois regies. Nous l'appliquerons d'abord au cas simple d'une reaction a un seul 
substrat dans des conditions irreversibles (equation [3.3]), mais nous appliquerons 
systematiquement cette methode dans la suite de ce livre pour deriver les equations 
de vitesse de reactions plus complexes. Une autre methode, mieux adaptee au traite- 
ment de systemes complexes, sera presentee dans le chapitre 6. 

► La premiere regie consiste a appliquer la loi d' action de masses pour defmir la 
vitesse de formation du produit P : 

v = ^f 1 = k 2 [EA] [3.5] 
dt 

La mesure de la concentration instantanee du complexe [EA] est generalement 
difficile, souvent peu commode, et voire meme impossible. En utilisant l'equa- 
tion [3.4] qui peut s'ecrire de la maniere suivante : 

[EA] - ™ [3.6] 

nous obtenons : v = k 2 [3.7] 

K a 

Puisque la concentration instantanee d'enzyme [E] est aussi difficile a mesurer 
que celle du complexe EA, il serait preferable d'exprimer la vitesse en terme de 
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concentration initiale d'enzyme [E ] Q qui constitue generalement un parametre 
controlable dans une experience de cinetique enzymatique. 

► La deuxieme regie consiste a utiliser l'equation de conservation de l'enzyme 
pour exprimer l'equation [3.7] en fonction de la concentration initiale d'enzyme 
et non de concentration d'enzyme libre. Dans le mecanisme de l'equation [3.3], 
l'enzyme existe soit sous forme libre, soit sous forme complexee avec le substrat 
EA et nous pouvons done ecrire : 

[EJ = [EJ + fEAJ [3.8] 

En combinant cette equation avec l'equation [3.6], nous obtenons : 

[E] = [EJ+ fEJfAJ = [E](\ + ^l) [3.9] 

qui fournit une expression de la concentration d'enzyme libre a partir de la 
concentration initiale d'enzyme : 

[E] = [3 . 10 ] 

ou D = \ + [A] I K a represents le denominateur de l'equation [3.10]. Une fois 
cette expression obtenue, nous pouvons l'introduire dans l'equation [3.7] : 

([EJ /D)[AJ 
v = k 2 V — > L [3.11] 

K a 

A ce stade, la vitesse de la reaction n'est defmie que si la concentration instan- 
tanee de substrat libre, [A] , peut etre mesuree, ce qui nous amene a introduire 
la troisieme regie. 

► La troisieme regie consiste a imposer une contrainte sur le systeme permettant de 
connaitre la concentration instantanee de substrat libre a partir de la concentration 
initiale de substrat. En general, les enzymes sont etudies dans des conditions ou la 
concentration d'enzyme [EJ est beaucoup plus faible que la concentration de 
substrat [A] . Ainsi, l'equation de conservation du substrat s'ecrit comme suit : 

[A] = [AJ + fEAJ [3.12] 

ou nous pouvons negliger [EA J vis-a-vis de [A] . En se placant dans des condi- 
tions de vitesse initiale, nous pouvons done assimiler la concentration instantanee 
de substrat a la concentration initiale : [AJ =[AJ. Cette situation est valable 
pour la majorite des etudes realisees in vitro, mais il est important de noter qu'/n 
vivo la situation ou [E] ~[A] est tres courante. Dans ce cas, [EA] ne peut 
plus etre neglige dans l'equation [3.12], et l'equation de vitesse prend une forme 
plus complexe (voir ci-dessous). 

En appliquant successivement ces trois regies, nous obtenons l'equation de vitesse 
suivante : 

v = k ULkLAA = k [EJ UhlK 

D K a J °\ + {[AjjK a ) 
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Le terme de droite de l'equation [3.13] est identique a l'equation de HENRI (equa- 
tion [3.2]) pour une reaction enzymatique simple n'impliquant pas d'inhibition par 
le produit ou les parametres de Henri sont assimiles a ceux de l'equation [3.13] : 
k = k 2 /K a [EJ et m = \/K a . En remplacant ces termes dans l'equation [3.2], 
nous pouvons done reecrire l'equation de HENRI de la maniere suivante : 

= k 2 [E] Q {[A]jK a ) 

\ + {[A]jK a ) 

Dans la majorite des ouvrages traitant de la cinetique enzymatique, l'equation [3.14] 
est obtenue plus simplement en extrayant une expression de [EAJ en fonction de la 
concentration initiale d'enzyme a partir l'equation de conservation de 1'enzyme. 
Neanmoins le passage par l'ecriture d'une expression de [E J, comme nous l'avons 
fait dans l'equation [3.10], permet une application plus generale puisque la forme 
libre de l'enzyme est toujours presente dans le mecanisme reactionnel quelle que soit 
la complexity de ce mecanisme. Ainsi, la methode de derivation de l'equation de 
vitesse presentee ici, peut sembler complexe mais comme nous le verrons dans les 
chapitres suivants, son utilisation simplifiera la procedure de derivation pour des 
mecanismes enzymatiques plus complexes. 

3.2.2. Le traitement de Michaeus et Menten 

MlCHAELIS et MENTEN s'interessaient egalement a la reaction d'hydrolyse du 
saccharose catalysee par l'invertase. En controlant le pH de la solution a l'aide 
d'un tampon acetate, et en laissant evoluer la reaction de mutarotation du produit 
jusqu'a l'equilibre, MlCHAELIS et MENTEN (1913) ont valide les resultats obtenus 
par HENRI. lis ont realise leurs mesures dans des conditions de vitesse initiale 
evitant ainsi un certain nombre de complications comme le deroulement de la reac- 
tion inverse, l'inhibition par le produit ou la denaturation progressive de l'enzyme. 
Sur la base de ces resultats, MlCHAELIS et Menten ont propose un mecanisme 
similaire a celui de HENRI et ont derive l'equation de vitesse correspondante. 

v = kifEJofAJ 
K a + fAJ 

ou K a est la constante de dissociation du complexe enzyme- sub strat et k 2 la 
constante de vitesse pour la conversion du complexe enzyme-substrat en enzyme 
libre et en produit. La derivation de cette equation de vitesse reposait sur les 
memes hypotheses que celles faites par HENRI, nommement que le premier 
equilibre entre l'enzyme et le substrat est etabli rapidement et que la concentration 
de substrat est largement superieure a la concentration d'enzyme. Bien que, dans sa 
these de doctorat, Victor Henri evoque egalement l'utilite d'avoir recours a la 
mesure de vitesses initiales, MlCHAELIS et MENTEN sont egalement a l'origine de 
l'utilisation systematique de ce type de mesure dans la cinetique enzymatique. 
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Dans leur publication, MlCHAELIS et MENTEN reconnaissaient l'importance des 
travaux de HENRI : Les experiences de HENRI sont particulierement importantes, 
parce qu'il est parvenu a une conception rationnelle de la nature de V action 
enzymatique qui a permis une formulation mathematique de revolution de V action 
d 'un enzyme qui rende compte des observations sur de nombreux points. 

L'equation [3.15] derivee par MlCHAELIS et MENTEN est une simple variante de 
l'equation de vitesse [3.14] proposee par Henri (1903) et peut etre obtenue 
directement a partir de l'equation de HENRI en multipliant le numerateur et le 
denominateur par K a : 

k 2 [E] Q ^-K a 
v = K a = k 2 [E] [A] p 16] 



L'equation [3.15] est parfois appelee l'equation de Henri, Michaelis et Menten 
mais parce que les experiences de Michaelis et Menten ont ete realisees dans des 
conditions mieux defmies et mieux controlees, ces chercheurs sont generalement 
reconnus comme les fondateurs de l'enzymologie moderne, et l'equation de vitesse 
d'une reaction enzymatique simple est generalement connue comme l'equation de 
MICHAELIS et MENTEN. En plus du cote historique, l'utilisation generalisee de la 
forme de MlCHAELIS et MENTEN, tient dans la simplicity de son ecriture et de son 
analyse. Comme nous le verrons dans le § 3.5, elle peut facilement etre ecrite sous 
differentes formes lineaires. 



I 

Maud Menten (1879-1960)2 

Maud Menten est nee a Port Lambton dans I'Ontario et est devenue en 191 1 la premiere 
femme canadienne a recevoir un doctorat en medecine. Son travail avec Michaelis sur 
I'invertase n'etait qu'un intermede dans sa carriere essentiellement devolue a la 
pathologie et aux aspects medicaux de la biochimie et de la physiologie. Elle a passe la 
majeure partie de sa carriere a I'Universite de Pittsburgh, mais elle est retournee au 
Canada apres sa retraire. 



2. Pour la biographie de Leonor Michaelis, voir chapitre 8. 
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3.3. Description cinetique des reactions enzymatiques 
vans pes conditions d'etat stationnaire 

3.3.1. Les premieres utilisations de la notion d'etat stationnaire 

Au moment ou MlCHAELIS et MENTEN publiaient leurs resultats sur l'invertase, 
Van Slyke et Cullen (1914) obtinrent des resultats similaires avec l'urease et 
proposerent un mecanisme identique, excepte qu'ils supposerent une premiere 
etape irreversible : 

E + A^EAAE + P [3-17] 

Dans ce cas, la concentration du complexe, [EA], ne peut etre obtenue a partir de 
la constante d'equilibre mais peut etre obtenue uniquement a partir de l'equation 
differentielle decrivant la variation de la concentration du complexe EA en 
fonction du temps : 

= k l ([Ek-[EA])[A]-k 2 [EA] [3.18] 

at 

En faisant l'hypothese que la concentration de 1' intermediate est constante, c'est-a- 
dire que d[EA]/dt = Q, Van Slike et Cullen ont obtenu l'equation suivante : 

h([Ek-[EA])[A]-k 2 [EA] = [3.19] 

qui peut etre rearrangee pour donner : 

[EA] = MJUaIAL [3. 20] 
k l [AJ + k 2 

En substituant l'equation [3.20] dans l'equation de vitesse v = k 2 [ EA] , ils ont 
fmalement obtenu l'equation de vitesse suivante : 

v = k 2 [EA] = k -MlMAl = k 2 [E] [A] 
k 2 + k,[A] [k 2 lk x ) + [A] 

La seule difference entre cette equation et l'equation [3.15], reside dans le 
remplacement de K a par le rapport k 2 lk x (la constante K a est egale au rapport k_ x lk x ), 
une situation qui est en pratique indiscernable. 

A la meme epoque ou ont lieu ces developpements dans la comprehension de la 
cinetique enzymatique, LANGMUIR (1916, 1918) developpe une formulation iden- 
tique pour expliquer l'adsorption de gaz sur des solides. Son traitement est 
beaucoup plus general, mais le cas simple de l'adsorption d'une molecule sur une 
surface correspond exactement au type de fixation propose par Henri et par 
MlCHAELIS et MENTEN. LANGMUIR reconnait d'ailleurs la similarite entre les 
surfaces solides et les enzymes, mais il imagine que la surface entiere de l'enzyme 
est « active », par opposition a la surface limitee qui correspond au site actif. 
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HITCHCOCK (1936) souligne egalement la similarity entre les equations pour la 
fixation de ligands sur des surfaces solides et sur des proteines. Cette comparaison 
est completee par celle de Lineweaver et Burk (1934), qui etendent les idees de 
Hitchcock aux processus catalytiques. 



3.3.2. Le traitement de &RIGG5 et Haldane 



Comme nous l'avons vu, la formulation de Henri et celle de Michaelis et 
Menten conduisent a une forme identique de 1' equation de vitesse. Dans ces deux 
cas, le fait de traiter la premiere etape de la reaction enzymatique comme un 
equilibre impose des hypotheses injustifiees sur la determination des constantes de 
vitesse. II en va de meme pour le mecanisme propose par Van Slyke et Cullen 
qui repose sur l'hypothese de deux etapes irreversibles. BRIGGS et HALDANE 
(1925) ont propose un mecanisme plus general qui se reduit au mecanisme de 
Henri, Michaelis et Menten dans des cas particuliers. Le modele utilise par 
Briggs et Haldane est le suivant : 

k x k 2 

E + A =*=t EA — *- E + P [3.22] 

k_ x 

ou le premier equilibre est decrit par des constantes individuelles de vitesse pour 
les reactions directe et inverse. Dans ce cas, la variation de la concentration du 
complexe EA est donnee par la somme des vitesses de sa formation et de sa 
dissociation : 

= k l ([E] -[EA])[A]-k_ l [EA]-k 2 [EA] [3.23] 

dt 

BRIGGS et HALDANE ont argumente qu'un etat stationnaire peut etre atteint pour 
lequel la concentration de 1' intermediate est constante, c'est-a-dire d[EA J/ dt = 0. 

Pour obtenir 1' equation de vitesse, v = d[P]/dt , les trois regies decrites pour le 
cas d' equilibre peuvent etre adaptees de la maniere suivante. 

► La vitesse nette de la reaction est obtenue en appliquant la loi d'action de masses 
a 1' etape de conversion de EA en produit : 

v = k 2 [EAJ [3.24] 

► L'equation de conservation de 1' enzyme reste la meme que l'equation [3.8] : 

[E], = [EJ + fEAJ [3.25 

mais pour obtenir une expression de la concentration d'enzyme libre en fonction 
de la concentration initiale d'enzyme, BRIGGS et HALDANE appliquent au 
complexe EA le principe d'etat stationnaire developpe par Bodenstein : 

dfEAJ = _ dfEAJ _ Q 
dt dt 
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A partir de l'equation [3.23] qui exprime la variation de la concentration du com- 
plexe EA en fonction du temps, l'hypothese d'un etat stationnaire impose que : 

d[EA] 



dt 



= k 2 [E][A]-(k_ l + k 2 )[EA] = 



d'ou nous obtenons : k x [E ] [A ] = (k_ x + k 2 )[EA ] 



et 



[EA] = 



(k.i + k 2 ) 



[E][A] 



[3.27] 

[3.28] 
[3.29] 



En introduisant l'equation [3.29] dans l'equation de conservation [3.25], on 
obtient l'equation suivante : 

r 



[E] a = [EJ + - 



[EJfAJ = [E] 



1 + - 



k_ x + h 



[A] 



[3.30] 



k_i + k 2 

Cette equation relie la concentration d'enzyme libre a la concentration initiale 
d'enzyme et peut s'ecrire sous une meme forme que l'equation [3.10] : 

[EJo 



[E] = 

bien que l'expression de D soit differente : 



D 



D = 1 + - 



k-\ + k 2 



[A] 



[3.31] 



[3.32] 



► Si l'hypothese [A] » [E] est respectee, l'equation de conservation du 
substrat se simplifie comme precedemment et nous pouvons ecrire [AJ = [AJ Q . 




Temps 



3.6 - Variations de [A], [EA], [E] et [P] 
pour une reaction enzymatique a I'etat stationnaire 
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A partir de ces trois regies, nous pouvons ecrire l'equation de vitesse : 

v = k 2 kl fEJo [AJ [3.33] 
k_ x + k 2 D 

Cette equation peut etre simplifiee en multipliant le numerateur et le denominateur 
par (k_ l + k 2 )/k 1 , ce qui permet d'obtenir l'equation suivante : 

v = k ^ E ^ A ^ [3.34] 
3.3.3. L'equation de Michaeus et Menten 

Aujourd'hui, les noms de MlCHAELIS et de MENTEN sont couramment associes a 
une forme generale de l'equation de vitesse qui utilise indifferemment l'hypothese 
de l'etat stationnaire ou l'hypothese de l'equilibre. Cette forme generale de l'equa- 
tion de vitesse, denommee equation de Michaelis et Menten, est donnee par 
l'equation suivante : 

v = k «L E ^ A l [3.35] 
K m +fAJ 

dans laquelle la constante k 2 est remplacee par k et le rapport (k_ 1 +k 2 )/k 1 de 
l'equation [3.34] est remplace par K m , la constante de MICHAELIS. L'equation [3.35] 
est plus generale que l'equation [3.15] et s'applique a des mecanismes plus 
complexes que le mecanisme simple considere par Michaelis et Menten. Dans de 
nombreux mecanismes complexes, l'equation [3.35] reste valable, mais la cons- 
tante k ne fait pas obligatoirement reference a la constante de vitesse d'une etape 
individuelle du mecanisme et la constante K m ne reste pas obligatoirement equiva- 
lente a la constante de dissociation du complexe EA ou au rapport (k_ l +k 2 )/k l . 

La constante k conserve neanmoins les proprietes d'une constante de vitesse de 
premier ordre et defmit la capacite du complexe enzyme-substrat a former le 
produit de la reaction. Pour cette raison, la constante k 2 de l'equation [3.34] peut 
etre remplacee par k . Elle est aussi connue comme la constante catalytique et est 
souvent symbolisee par k cat plutot que par k . Alternativement, elle represente le 
nombre de cycles catalytiques (turnover), faisant allusion au fait qu'elle correspond 
a l'inverse d'un temps et qu'elle definit le nombre de cycles que l'enzyme realise 
par unite de temps. 

Au debut de 1' etude des mecanismes enzymatiques, la veritable molarite de 
l'enzyme, c'est-a-dire [E] , etait generalement inconnue, ce qui compliquait 
l'utilisation de l'equation de MICHAELIS et MENTEN dans la forme illustree par 
l'equation [3.35]. Cette difficulte etait generalement contournee en combinant k et 
[EJ en une constante unique V = k [E] , appelee la vitesse limite qui, du fait de 
sa dependance a la concentration de l'enzyme, ne represente pas une propriete 
fondamentale de l'enzyme. 
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Ainsi, l'equation de MlCHAELIS et MENTEN est couramment ecrite comme suit : 

v = UAl [3 . 36] 
K m +[AJ 

Afm d'eviter toute confusion avec la vitesse de la reaction, v, la vitesse limite V est 
habituellement denommee la vitesse maximum, et est parfois ecrite V max ou V m . Ces 
termes et symboles sont derives de la denomination ancienne (et encore souvent 
utilisee, bien que son utilisation soit decouragee par le Comite de Nomenclature 
IUBMB (IUB, 1982) parce qu'elle ne correspond pas a un maximum au sens 
mathematique du terme, mais a une limite). L'utilisation du symbole V m est par- 
ticulierement deconseillee parce qu'il peut, de maniere erronee, suggerer une 
correspondance avec l'indice m de la constante K m . En realite, l'indice m de la 
constante K m est pour MlCHAELIS, un hommage qui etait plus clair avec l'ancien 
usage du terme K M . 

Dans certains cas, il est utile de normaliser la vitesse v par rapport a la vitesse 
limite V. L'equation de HENRI (equation [3.14]) s'ecrit alors de la maniere suivante : 

v. = £AA/i + [AA [3.37] 

V K„ K„ 



et l'equation de MlCHAELIS et Menten ((equations [3.15] et [3.35]) s'ecrit : 

v = LAI 

V K m + [A] 



[3.38] 



3.3A. Analyse de \a courbe def'mie par I'Squation de Michaeus et Menten 

La courbe defmie par l'equation [3.36] et presentee dans la figure 3.7 a la forme 
d'une hyperbole rectangulaire passant par l'origine et ayant les asymptotes 
suivantes : [A] = —K m et v = V. En fonction de la concentration de substrat, trois 
situations experimentales peuvent etre distinguees qui vont defmir trois regions 
dans le graphique de v en fonction de [A] . 

Situation oufA]« K„, 

Pour de faibles valeurs de [A] , largement inferieures a K m , le denominateur du terme 
de droite des equations [3.35] et [3.36] est domine par K m ; en d'autres termes, [A ] 
est negligeable par rapport a K m et la vitesse v est directement proportionnelle a [A] : 

v = ^~[Ek[A] = ?-[A] [3.39] 

c'est-a-dire que la vitesse de la reaction est approximativement d'ordre global deux, 
mais d'ordre un par rapport au substrat. II est instructif de realiser que k /K m ne 
represente pas uniquement le resultat de la division de k par K m mais que ce 
rapport correspond a la constante de vitesse de second ordre pour la reaction 
E + A — »- E + P mesuree pour de faibles concentrations de substrat. Ce 
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parametre est appele la constante de speciflcite pour des raisons qui seront 
developpees dans la section [3.5], et peut etre symbolisee par k A , ou l'indice 
indique a quel substrat il fait reference. 

v = k A [EJ [AJ [3.40] 

Le parametre K m /V, l'inverse du parametre V / ' K m , a les dimensions du temps et 
peut etre appele le temps specifique de la reaction. Ce temps correspond au temps 
qui serait necessaire a 1' enzyme pour consommer tout le substrat s'il fonctionnait 
en permanence dans des conditions de premier ordre et maintenait indefmiment la 
meme vitesse (CORNISH-BOWDEN, 1987). Bien que cette definition soit particulie- 
rement abstraite pour les conditions experimentales habituelles, elle est tres utile 
pour defmir l'activite dans la cellule ou de nombreux enzymes operent dans des 
conditions de premier ordre et maintiennent la meme vitesse pendant une longue 
periode (parce que leur substrat est continuellement genere) ; dans ces circons- 
tances, le temps specifique correspond au temps necessaire pour consommer tout le 
substrat. 




3.7 - Dependance de la vitesee initiate v vis-a-vie de ia concentration [A] 
pour une reaction obeieeant a i'ec\uation de Michaelis et Menten 

Fuisqu'aucun qraphlc^ue de ce type n'a ete utilise ou meme evoque par Michaelis et Menten, 
il eet inapproprie de le nommer le « graphique de Michaelis et Menten ». lie ont en realite, 
utilise un graphique de v en fonction de log [A] et ont utilise le fait qu'll a une pente 
maximale eqale a 0,577 V (c'est-a-dire 0,25 V In 10) comme moyen d'estimer la valeur de V 
et, a partir de celle-ci, obtenir la valeur de K m . 
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Situation ou [A] = K m 

Si [A ] est egal kK m , l'equation [3.36] se simplifie et donne : 

v = V_[Al = X_ v 
2 [A] 2 

Cette equation fournit une definition operationnelle de K m , qui s'applique quel que 
soit le mecanisme cinetique auquel l'equation de MlCHAELIS et MENTEN est 
appliquee ; nommement, K m represente la concentration de substrat pour laquelle la 
vitesse est egale a la moitie de la vitesse limite. 

Situation ou [A ] » K m 

Pour des valeurs elevees de [A] , largement superieures a celle de K m , le denomi- 
nateur du terme de droite des equations [3.35] et [3.36] est domine par [A] , c'est- 
a-dire que K m est negligeable par rapport a [A] , et que l'equation se simplifie : 

v = k [EJ = V [3.42] 

Dans ce cas, la reaction est approximativement d'ordre zero en f A] car l'enzyme est 
sature en substrat. Ce resultat est a l'origine de la denomination de vitesse limite 
pour V. 

3.3.5. Autres formes de l'equation de Michaeus et Menten 

Comme nous venons de le voir, trois parametres peuvent etre utilises pour 
caracteriser l'equation de MlCHAELIS et MENTEN si la concentration d'enzyme est 
connue : la constante catalytique k , la constante de specificite k A et la constante de 
MlCHAELIS K m . Puisqu'au minimum, deux de ces parametres sont necessaires pour 
decrire le systeme et que ces trois parametres sont relies entre eux par l'identite 
k A = k /K m , l'equation de MlCHAELIS et Menten peut egalement s'ecrire en 
fonction des parametres k A et k : 

v = k k A [E] [A] ^ 
k +k A [A] 

ou en fonction des parametres k A et K m : 

v = M^MAL [3 .44] 
l + ([A]/K m ) 

La forme courante de l'equation de MlCHAELIS et MENTEN, ecrite en fonction de k 
et de K„, , doit sa popularity plus a l'histoire qu'au caractere fondamental de ces 
parametres. L'utilisation de l'equation [3.43] simplifierait en effet la discussion de 
nombreux aspects de l'etude des enzymes, tels que la distinction entre les differents 
types d'inhibition ou l'estimation des parametres par des methodes graphiques ou 
statistiques. Dans ce livre, nous suivrons la pratique courante et continuerons 
d'ecrire l'equation de MlCHAELIS et Menten sous la forme de l'equation [3.35]. II 
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est toutefois bon de se rappeler, quelle que soit la maniere dont l'equation est 
ecrite, que les parametres fondamentaux de l'equation de Michaelis et Menten 
sont k et k A , et que de nombreux aspects du comportement des enzymes sont plus 
aisement apprehendes en considerant les effets sur l'un ou l'autre de ces deux 
parametres. En consequence, il est preferable de considerer k A comme un parametre 
fondamental plutot que comme un parametre derive et inversement de considerer 
K m comme le rapport k /k A . 

3.3.6. L'equilihre comme un cas particulier de l'etat stationnaire 

L'equation [3.35] indique que la constante K m est une combinaison de constantes 
de vitesse. II est interessant de noter que, si k_ { » £ 2> c'est-a-dire si la reaction 
chimique est lente par comparaison avec la dissociation du complexe EA, k 2 est 
negligeable vis-a-vis de k_ x et nous obtenons : 

K m =^ = K a [3.45] 

Cette simplification suggere que la situation d'equilibre est simplement un cas 
extreme de l'etat stationnaire et il est facile de se convaincre que le traitement 
propose par Briggs et Haldane est plus general que celui propose par Michaelis 
et Menten. Un grand nombre d'ouvrages de reference ont suggeres que le 
traitement de Briggs-Haldane est le seul « valable », et qu'il a remplace celui de 
Michaelis et Menten plus « nai'f ». En realite, il existe deux objections serieuses 
au fait que l'equation [3.34] represente une amelioration par rapport aux equations 
[3.14] et [3.15] et puisse etre consideree comme une forme generale de l'equation 
de vitesse. Premierement, l'equation [3.34] implique que la reaction soit irrever- 
sible, alors que toutes les reactions enzymatiques sont reversibles. Deuxiemement, 
l'equation [3.34] implique l'existence d'un complexe entre l'enzyme et le substrat 
mais pas entre l'enzyme et le produit. Le traitement du substrat et du produit est 
conceptuellement different mais nous reviendrons sur ces points dans le § 3.7. En 
attendant, la meilleure lecon a tirer de cette analyse est de considerer l'equation 
[3.34] comme la maniere la plus appropriee d'ecrire l'equation de vitesse pour une 
reaction a un substrat. A moins qu'il n'y ait des raisons suffisantes pour suspecter 
l'existence d'un equilibre rapide, un mecanisme enzymatique devrait toujours etre 
analyse sur la base de 1'hypothese d'un etat stationnaire. 

3.3.7. VaUdite et limites de 1'hypothese de l'etat stationnaire 

L'obtention de l'equation [3.34] repose sur 1'hypothese de l'existence d'un etat 
stationnaire au cours duquel d[EA]/dt = 0. En realite, l'equation [3.23] peut 
facilement etre integree si [A] est traite comme une constante, et il est instructif 
de deriver l'equation de vitesse sans faire 1'hypothese de l'etat stationnaire, parce 
que cette demarche permet de tester la validite de cette hypothese. 
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En separant les deux variables, [EA] et t, nous obtenons : 

d[EA ] 



k[EJ [A]-(k x [A] + *_! + k 2 )[EA] 



= \dt [3.46] 



En depit de son apparence plus complexe, le terme de gauche de cette equation a la 
meme forme que la plupart des integrates que nous avons deja rencontrees (§ 1.1) 
et peut facilement etre integre en utilisant la meme methode. Nous obtenons ainsi 
l'equation suivante : 

In [k x [Eh [A] - (k x [A] + *_! + k 2 )[EAJJ 



-(k l [AJ + k_ 1 + k 2 ) 



= t + a [3.47] 



Au debut de la reaction, aucun complexe EA n'est present, c'est-a-dire que 
[EA] = quand t = 0, et done nous obtenons une expression pour la constante a : 

a = MMMMA1) [3 .48] 
-(k l [AJ + k_i + k 2 ) 

et done : 

" k x [E] [A] - (k x [A] + + k 2 )[EA] 



In 



= -(k i [A] + k_, + k 2 )t [3.49] 



kJE] [A] 

En prenant l'exponentielle de chaque terme de cette equation, nous obtenons : 
1 (k l [AJ + k_ l + k 2 )[EAJ = e _ (kl[A]+k _ l+k2)t 
k 1 [EJ [AJ 

et en resolvant cette equation pour [EA J, nous obtenons une expression de la 
valeur instantanee de [EA J : 

[EA] = h[E h [A](X- Q -^-^<) 
k 1 [AJ + k_ l + k 2 

La vitesse est donnee par v = k 2 [EA] et, en substituant V = k 2 [ E J et 
K m =(k_ l + k 2 )/k 1 , nous obtenons : 

K m +[A] 

Pour de grandes valeurs de t, le terme exponentiel approche e~°\ c'est-a-dire zero, 
et ainsi l'equation [3.52] devient identique a l'equation [3.36], c'est-a-dire a l'equa- 
tion de Michaelis et Menten. La valeur de t pour laquelle cette simplification 
s'applique depend de la grandeur du terme (k l [A] + k_ l + k 2 ) : si ce dernier terme 
est de l'ordre de 1 000 s~' (une valeur raisonnable dans la pratique), le terme 
exponentiel prend une valeur inferieure a 0,01 pour des valeurs de t superieures a 
5 ms. En d'autres termes, l'equation [3.52] n'est plus distinguable de l'equation 
de Michaelis et Menten apres seulement quelques millisecondes. 
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Quand nous avons derive l'equation [3.52], nous avons traite [A] comme une 
constante, une supposition qui n'est pas strictement correcte puisque [A] change 
au cours de la reaction. Toutefois, a condition que [A J soit beaucoup plus grand 
que [EJ , une condition generalement satisfaite dans les experiences realisees a 
l'etat stationnaire, la variation de [A ] peut etre negligee. Laidler (1955) a derive 
une equation similaire a l'equation [3.52] comme un cas parti culier d'un traitement 
beaucoup plus general dans lequel il prend en compte une diminution de [A] a 
partir de sa valeur initiale [A J . II a obtenu qu'un etat stationnaire est atteint pour 
lequel : 

„ . y a Ah- ip)) 

K,+(AJ -[PJ 

qui est similaire a l'equation [3.36] a l'exception du remplacement de [A] par 
([ A] — [P ]). II peut sembler contradictoire que nous parlions d'un etat sta- 
tionnaire dans lequel v doit decroitre lorsque [P] augmente, mais cette diminution 
de v est extremement lente comparee a l'augmentation rapide de v qui survient lors 
la phase transitoire, c'est-a-dire la periode pour laquelle l'equation [3.52] doit etre 
utilisee, avant que l'etat stationnaire ne soit atteint. L'argument de BRIGGS et de 
HALDANE doit seulement etre legerement modifie en remplacant l'hypothese 
d[ EAJ I ' dt = par l'hypothese que d[EAj/dt est tres petit : l'equation [3.27] ne 
peut alors plus etre consideree comme une exactitude mais plutot comme une 
bonne approximation. Comme WONG (1975) l'a fait remarquer, l'important n'est 
pas la grandeur absolue de d[EA]/dt mais sa grandeur relative vis-a-vis de 
h[EJ [AJ. 



3.4. Unites de l'activite enzymatique 



L'activite d'un enzyme est obtenue par une mesure de la vitesse de la reaction qu'il 
catalyse dans des conditions defmies. Puisque la vitesse de la reaction varie avec la 
concentration d' enzyme, il est utile de defmir une grandeur qui soit independante 
de la concentration d'enzyme utilisee. L'activite specifique est definie comme 
l'activite de l'enzyme rapportee a un milligramme d'enzyme alors que l'activite 
moleculaire est definie comme l'activite rapportee a une mole d'enzyme. Cette 
derniere correspond done au nombre de molecules de substrat transformees par 
molecule d'enzyme et par unite de temps. Le passage de l'activite specifique a 
l'activite moleculaire necessite de connaitre la masse moleculaire de l'enzyme. 

Pour des enzymes dont la concentration molaire ne peut etre determinee, soit parce 
que l'enzyme n'a pas pu etre purifie, soit parce que sa masse moleculaire est 
inconnue, il est souvent utile de defmir une unite d'activite catalytique. Differents 
systemes d'unites peuvent etre utilises. L'unite internationale adoptee actuellement 
est le katal mais d'anciens systemes sont encore utilises. Dans les premiers temps 
de l'etude des enzymes, il etait courant de defmir une unite d'activite qui corres- 
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pondait a une quantite de substrat transformee par unite de temps et qui pouvait 
etre differente selon l'enzyme etudie. En 1961, l'Union Internationale de Bio- 
chimie a donne une definition standard de l'unite d'activite enzymatique. Une unite 
d' enzyme represente la quantite d' enzyme qui catalyse la transformation d'une 
micromole de substrat par minute dans des conditions standards. Dans ce cas, la 
temperature devra etre mentionnee et si possible etre de 25°C. Les autres condi- 
tions, telles que le pH, la force ionique et la concentration de substrat devraient, si 
cela est pratiquement possible, etre optimales. L'unite d'enzyme est aujourd'hui 
abandonnee dans les publications scientifiques mais elle est encore parfois utilisee 
par certaines compagnies specialises dans la production d'enzyme. L'unite 
internationale (SI) acceptee aujourd'hui pour representer l'activite enzymatique est 
le katal qui est defini comme la quantite d'enzyme suffisante pour catalyser la 
conversion d'l mole de substrat en produit en 1 seconde dans des conditions 
standards. Un argument generalement evoque contre l'utilisation de cette unite est 
que 1 katal est une quantite excessivement grande : une activite enzymatique 
typique dans un extrait cellulaire est de l'ordre de 1 unite mL -1 ou de 20 (Jkat L 
Toutefois, des objections plus severes n'ont pas empeche l'utilisation du farad 
comme unite de capacite bien que ses sous-multiples soient plus couramment 
utilises. Similairement, il existe des sous-multiples du katal, tout comme le ukat, 
egal a 60 unites ou le nkat, egal a 0,06 unites, qui pourraient etre aisement utilises 
au laboratoire. 

3.5. METH0DE5 D' ANALYSE DE5 D0NNEE5 CINETIQUE5 
3.5.1. Le Qraph\o\ue de v en fonction de [A] 

Quand une serie de vitesses initiales est mesuree a differentes concentrations de 
substrat, il est souhaitable de representer les resultats sous une forme graphique, de 
sorte que les valeurs des parametres cinetiques puissent etre estimees et que la 
precision de ces determinations soit etablie. La maniere la plus directe de porter ces 
donnees en graphique consiste a tracer le graphique de v en fonction de [A] 
comme dans la figure 3.7. Comme nous en avons deja discute au § 1.2.7, il est 
evident que la determination precise des parametres cinetiques peut etre obtenue 
par ajustement parametrique non-lineaire de ce graphe surl 'equation de MlCHAELIS 
et MENTEN [3.36]. Neanmoins, d'un point de vue didactique, ce graphique n'est 
pas entierement satisfaisant pour diverses raisons : 

► il est difficile de dessiner avec precision une hyperbole rectangulaire, 

► il est difficile de determiner la position des asymptotes (en general, on est tente 
de les placer trop pres de la courbe), 

► il est difficile de percevoir les relations qui existent entre differentes courbes et 

► il est difficile de detecter des deviations de la courbe par rapport a une courbe 
theorique. 
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Le graphique de v en fonction de f A J est parfois illustre de maniere trompeuse 
dans certains ouvrages de biochimie et meme dans certains ouvrages specialises 
d'enzymologie. Pour cette raison, les etudiants acquierent une conception erronee 
de la forme de cette courbe et supposent que V peut etre estimee a partir d'un 
graphique des donnees experimentales en l'assimilant a la valeur mesuree de v la 
plus elevee. L'erreur la plus courante consiste a dessiner une courbe qui s'aplatit 
trop rapidement et donne une asymptote trop proche de la courbe. En realite, v 
n'atteint jamais la valeur limite V pour une concentration finie de substrat A, 
comme le montre l'examen de 1' equation [3.36] ; meme quand [A] = 10 K„, (une 
concentration superieure a celles habituellement utilisees dans la majorite des 
experiences) la valeur de v est toujours inferieure a 90% de la valeur de V. 
Ce point peut etre apprehende plus facilement en examinant une portion plus 
grande de la courbe definie par l'equation [3.36] que celle examinee dans la 
figure 3.7 : une telle vue de la courbe est presentee dans la figure 3.8, qui s'etend 
dans les deux directions bien au dela des valeurs habituelles de [A], allant de zero 
jusqu'a plusieurs fois la valeur de K,„. L'inclusion de valeurs negatives sans 
signification physique permet de comprendre la relation qui existe entre cette 
courbe et les hyperboles etudiees en mathematiques, et montre que la determination 
des valeurs de K m et de V a partir de mesures experimentales revient a localiser le 
point d'intersection des deux asymptotes limitant une courbe infinie a partir 
d'observations localisees sur un arc court. L'estimation de K m et de Fn'est done 
pas un probleme trivial, mais est un probleme qui requiert une bonne expertise, et 
sur lequel nous reviendrons dans le § 3.8 et au chapitre 12. 
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3.3 - Dependance de la viteeee initiate v vie-a-vie de ia concentration de [A] 
pour une reaction qui obeit a l'equation de Michaelis et Menten 

La partie de \a courbe allant de [A] = juequ'a 5 K m , e'est-a-dire la partie ombree de la 
figure, est la meme que celle presentee dans la figure 3.7, mais la qamme des valeurs 
presentees est beaucoup plus etendue et inclut des valeurs physiquement impossibles, afin 
d'illustrer la relation de la courbe avec les deux asymptotes qui se croisent au point (- K m , V). 
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Ces difficultes inherentes a l'analyse des donnees experimentales avaient deja ete 
soulignees par MlCHAELIS et MENTEN (1913) qui ont propose comme alternative 
de porter en graphique v en fonction de logfAJ (figure 3.9). Cette forme gra- 
phique, mis a part son cote historique, offre certains interets. Elle permet egalement 
de mettre en evidence que la vitesse limite n'est approchee que pour des concen- 
trations de substrat largement superieures a la valeur de K m (figure 3.9a). En 
particulier, elle est utile pour comparer les proprietes de differents isoenzymes qui 
catalysent la meme reaction mais avec des valeurs differentes des parametres K m et V, 
parce qu'elle permet de visualiser simultanement des resultats etales sur une large 
gamme de concentrations de substrat (figure 3.9b). Malgre ces avantages, ce type de 
graphique n'est pas couramment utilise par les enzymologistes et ne sera pas discute 
plus en details ici. 



3.5.2. Differentes methodes de transformation Iineaire 



Le graphique en double inverse ou graphique de Lineweaver et Burk 

Depuis LINEWEAVER et BURK (1934), les biochimistes preferent reecrire l'equation 
de MlCHAELIS et MENTEN sous des formes conduisant a une representation Iineaire 
des resultats. La maniere la plus communement utilisee est le graphique en double 
inverse, obtenu a partir de l'equation [3.36] en prenant l'inverse de chacun des 
cotes de l'equation : 

I = 1 + [354] 

v V V [A] 

ou en effectuant la meme operation a partir de l'equation [3.43] : 

™ = _L + _L_L_ [3 .55] 
v k k A [A] 

Cette seconde equation [3.55] accentue la correspondance entre k et k A , qui n'est 
pas clairement visible dans l'equation de MlCHAELIS et MENTEN en raison de 
l'utilisation de V et de K m . Quoi qu'il en soit, un graphique de l/ven fonction 
de 1/fAJ donne une droite dont la pente vaut l/k A [EJ (=K m /v), l'ordonnee 
a l'origine l/k [EJ (=l/v) et l'intersection avec l'axe des abscisses vaut 
-k A /k (=-l/K m ). Ce graphique, illustre dans la figure 3.10, est connu sous le 
nom de graphique de LlNEWEA VER et BURK ou sous le nom de graphique en double 
inverse. Bien qu'il soit de loin le plus largement utilise en cinetique enzymatique, il 
est peu recommandable, car il donne une mauvaise appreciation des erreurs 
experimentales : les erreurs commises sur les petites valeurs de v acquierent une 
importance demesuree et inversement, les erreurs commises sur les grandes valeurs 
en v sont fortement minimisees. Ce probleme peut etre apprecie en analysant la 
taille des barres d'erreur dans la figure 3.10, qui sont clairement non-symetriques 
bien qu'elles soient calculees a partir d'erreurs experimentales encadrant de 
maniere symetrique les valeurs de v. 
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a - Graphic\ue de v en fonction de [A ]/K m 

L'utilieation d'une Schelle logarithmique pour /'axe dee abecieeee montre que la viteeee limite 
n'est approchSe que pour dee concentratione SlevSee de eubetrat, eupSrieuree a 100 K m . 
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b - Dependance de I'activite de quatre isoenzymes de I'hexokinase 
obtenues a partir de foie de rat en fonction de la concentration de glucose 

L'utilieation d'une Schelle loqarlthmlque pour I'axe dee abecieeee permet de vieualleer eur le 
meme qraphlque le comportement d'leoenzymee dont lee proprlStSe eont tree dlffSrentee. 
DeeeinS a partir de la figure 62 de CAWENAe (1995). 

3.9 - Echelles loQarithmic\uee 
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DOWD et RlGGS (1965) ont montre que le graphique en double inverse « mini- 
misait » la mauvaise qualite des donnees, c'est-a-dire qu'il minimisait la divergence 
des points experimentaux, et ils ont suggere que cette propriete avait contribue a le 
rendre populaire parmi les biochimistes. 

En principe, les problemes lies a l'utilisation du graphique en double inverse sont 
elimines en appliquant une ponderation adequate sur les donnees, bien que cette 
solution ne soit pas toujours satisfaisante. En effet, une telle procedure conduit 
generalement a une droite ajustee qui, visuellement, represente mal les donnees. 
Malgre ces aspects critiquables, aucun reproche ne peut etre formule a l'encontre 
de Lineweaver et de Burk pour l'usage inadequat du graphique en double 
inverse, puisqu'ils avaient reconnu ses limitations et preconisaient l'utilisation 
d'une ponderation des donnees. (Lineweaver et Burk, 1934 ; Lineweaver, 
BURKet Deming, 1934.) 




- \IK m o \I[A] 



3.10 - Graphique de 1/v en fonction de V[A] 

II faut noter la variation Importante de la taille des barres d'erreur eur v calculees de 
maniere identique, chacune repreeentant 0,05 V. De nombreux auteure font reference a ce 
qraphic\ue comme un graphique en double inverse ou le graphique de Lineweaver et 3ukk . 
Les deux inserts illustrent comment un choix judicieux des echelles utillsees pour les axes 
peut camoufler un mauvais choix des conditions experimentales (voir figure 3.12), soit (a) 
parce que la qamme des valeurs de v est trop basse ou (b) parce quelle est trop elevee. 
Dans chaque Insert, les trols points presentes correspondent aux extremes du graphique 
principal. 

Le graphique de [A ]lv en fonction de [A ] ou graphique de Hanes 

Une seconde forme lineaire de l'equation de Michaelis et Menten peut etre 
obtenue en multipliant les equations [3.54] et [3.55] par [A] : 



3 - Introduction a la cinetique enzymatique - Reactions a un substrat et un produit 



87 



v V V 
[E] [A] = ± + J_ fAJ 
v k A k 



[3.56] 
[3.57] 



Ces deux equations indiquent qu'un graphique de [Aj/v en fonction de [A] est 
egalement une droite dont la pente vaut l/k [E] (=\/V), dont l'ordonnee a 
l'origine vaut l/k A [E] (=K m /V) et dont l'intersection avec l'axe des abscisses 
vaut - k /k A (=-K m ) (noter que les valeurs de la pente et de l'ordonnee a l'origine 
sont inversees par rapport au graphique en double inverse). Ce graphique, que Ton 
appelle parfois graphique de HANES, est illustre dans la figure 3.11. Sur une large 
gamme de concentrations de substrat, les erreurs sur [Aj/v refletent fidelement 
les erreurs sur v, comme il est possible d'en juger par la taille des barres d'erreur 
dans la figure 3.11; pour cette raison le graphique de [A j/v en fonction de [A] 
devrait etre prefere aux autres graphiques lineaires. 




3.11 - Graphique de [A]/v en fonction de [A] 

Les barres d'erreur sont eqales a 0,05 V, comme dans \a figure 3.10. Ce graphique est 
parfois appele le graphique de Hanes ou le graphique de WOOLF. Les inserts ont la meme 
signification que ceux de la figure 3.10. 

Le graphique de v en fonction de v/fA ] ou graphique de Eadie et Hofstee 

Une troisieme forme lineaire peut etre obtenue en multipliant les deux cotes de 
l'equation [3.54] par vVet en reorganisant l'equation. 



v = V-K n . 



[A] 



[3.58] 



Cette equation montre qu'un graphique de v en fonction de v /[A J est une droite 
dont la pente vaut -K m , dont l'ordonnee a l'origine vaut V et dont l'intersection 
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avec l'axe des abscisses vaut V / K m . Ce graphique est couramment appele gra- 
phique de EADIE-HOFSTEE et est illustre dans la figure 3.12. Ce type de represen- 
tation donne de bons resultats dans la pratique, bien que la presence de la grandeur 
mesuree, la vitesse v, dans chacune des coordonnees signifie que les erreurs 
commises sur la mesure de v provoquent des deviations le long des deux axes. 




VI K m v/fAJ 
3.12 - Graphique de v en fonction de v/[A] 



Les barres d'erreur sont eqales a 0,05 V. Ce graphique est quelques foie appele qraphlque 
d'EAPiE-HOFSTEE. Lee inserts ont la meme signification que ceux de \a figure 5.10, mais 
dans ce cas, II est impossible de choisir les echelles de maniere a camoufler un mauvals 
choix des conditions experimentales. 

Le graphique de v en fonction de v /[A 7 a la propriete opposee a celle du 
graphique en double inverse ; plutot que d'ameliorer l'apparence de mauvaises 
donnees, il donne une mauvaise apparence a de bonnes donnees. Ainsi, par 
exemple, ce graphique met en evidence toute deviation par rapport a une ligne 
droite, plus specialement si les deviations sont specifiques (DOWD et RlGGS, 1965.) 
De ce fait, ce type de graphique est utile pour detecter une deviation par rapport au 
comportement prevu par l'equation de Michaelis et Menten. De plus, l'axe 
allant de a V correspond a la gamme entiere des vitesses observables (c'est-a-dire 
qu'il couvre toute la gamme de concentrations de substrat, de a l'infmi) et permet 
de mettre en evidence un mauvais choix de conditions experimentales qui ne 
couvrirait qu'une gamme restreinte de concentrations de substrat. En terme de 
marketing, l'utilisation du graphique d'EADIE-HOFSTEE constituerait une erreur, 
mais pour les chercheurs desireux de decouvrir le comportement reel d'un enzyme, 
ce graphique possede des qualites indeniables. 

Dans un premier temps, les trois representations lineaires que nous venons de 
decrire ont ete attribuees a WOOLF (1932), mais elles n'avaient pas ete publiees 
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par lui. L'equation [3.56] a ete publiee pour la premiere fois par HANES (1932), 
bien qu'il ne l'ait accompagnee d'aucune representation graphique des resultats. 
Les differents graphiques et leur utilisation ont ete popularises par les travaux de 
LlNEWEAVER et BURK (1934), EADIE (1942) et HOFSTEE (1952), ce qui explique 
pourquoi ces noms leurs sont associes. 

Le graphique lineaire direct 

Eisenthal et Cornish-Bowden (1974) ont decrit une methode assez differente 
de representation graphique de l'equation de MlCHAELIS et MENTEN, qui est 
connue sous le nom de graphique lineaire direct. L'equation de MlCHAELIS et 
MENTEN peut etre facilement rearrangee a partir de l'equation [3.58], pour 
exprimer la dependance de VswK m . 

V = v + -^K m [3.59] 
[A] 

Si V et K m sont traites comme des variables, et [A] et v comme des constantes, 
cette equation definit une droite dont la pente vaut v I [A], dont l'ordonnee a 
l'origine vaut v et dont l'intersection avec l'axe des abscisses vaut -[A] . Traiter V 
et K m comme des variables ou traiter v et [A] comme des constantes peut a priori 
sembler pervers, mais une certaine logique ressort de ce traitement. D'une part, une 
fois que v et [A] ont ete mesurees experimentalement, elles peuvent etre 
considerees comme des constantes, puisque au cours de l'analyse, leurs valeurs 
resteront inchangees. D'autre part, avant que les meilleures valeurs de V et de K m 
n'aient ete determinees, n'importe quelle valeur peut leur etre attribute et done, 
dans ce sens, ces parametres peuvent etre considered comme des variables. 

Pour chaque paire de valeurs de v et de [A], il existe une infinite de paires de 
valeurs de V et de K m qui satisfont exactement l'equation de MlCHAELIS et 
MENTEN. Pour chaque valeur arbitrairement fixee de K m , l'equation [3.59] definit 
une valeur correspondante de V. En consequence, la droite tracee sur la base de 
cette equation relie toutes les paires de valeurs de K m et de V qui satisfont exac- 
tement a une observation. Si une seconde droite est tracee pour une seconde 
observation (e'est-a-dire pour un couple different de valeurs de [A] et de v), elle 
reliera les paires de valeur de K m et de V qui satisfont exactement a cette obser- 
vation. Cependant, les deux droites ne defmiront pas les meme paires de valeurs de 
K m et de V, excepte au point d' intersection. Ce point d' intersection definit une paire 
unique de valeurs de K m et de Vqui satisfait exactement aux deux observations. 

Dans un systeme ideal dans lequel les erreurs experimentales seraient inexistantes, 
il serait possible de porter sur un graphique une serie de telles droites, chacune 
correspondant a une seule determination experimental de v obtenue pour une 
valeur particuliere de [A], et de determiner un point unique d'intersection qui 
correspondrait aux valeurs de K m et de V. Cette procedure est illustree dans la 
figure 3.13. Dans la realite, les observations ne sont jamais exactes, et en 
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consequence, toutes les droites ne se coupent pas precisement au meme endroit. 
Un graphique reel ressemble plus probablement a celui presente dans 1' insert de la 
figure 3.13. Chaque point d'intersection entre deux droites fournit une estimation 
des valeurs de K„, et de V, et pour chaque serie de points experimentaux, on peut 
choisir la valeur mediane comme la meilleure valeur. Dans 1' insert, la ligne 
verticale qui indique la meilleure valeur de K m est tracee a gauche de la moitie des 
intersections individuelles et a droite de l'autre moitie ; de facon similaire, la ligne 
horizontale qui indique la meilleure valeur de V est tracee au-dessus de la moitie 
des intersections individuelles et en dessous de l'autre moitie. 




3.13 - Graphique lineaire direct de V en fonction de K m 

Chaque droite represente une observation et est tracee avec une intersection avec I'axe 
des abscisses eqaie a -[A] et une intersection avec I'axe des ordonnee eqaie a v. Dans un 
cas ideal (sans erreur experimentale) presente dans la partie centrale de la figure, toutes 
les droites se croisent en un point unique dont les coordonnees correspondent aux valeurs 
de K m et de V qui representent au mieux les donnees. Dans un cas plus reallste, comme 
celui presente dans I'lnsert, les erreurs experimentales condulsent a la definition d'une 
famllle de points, chacun fournlssant une estimation de K m et une estimation de V. La 
meilleure estimation de ces valeurs peut etre obtenue en prenant les valeurs medianes des 
deux series. Four plus de details se reporter a la figure iZ.i dans le § 12.3. 



Comme il existe trois facons de representer sous forme lineaire l'equation de 
MlCHAELIS et MENTEN, il existe trois fa?ons de tracer le graphique lineaire direct. 
Celle qui est presentee dans la figure 3.13 est la forme decrite a l'origine, mais une 
seconde forme est representee dans la figure 3.14 dans laquelle les intersections 
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avec les axes valent [Aj/v et l/v, plutot que -[A] et v (Cornish-Bowden et 
ElSENTHAL, 1978). L 'utilisation de cette forme du graphique peut se justifier dans 
la pratique, puisque les droites se coupent avec des angles mieux marques et que 
les points d'intersection sont ainsi mieux definis. De plus, comme nous en 
parlerons dans le § 12.3, son utilisation ne necessite pas 1' introduction de regies 
particulieres tenant compte des points d'intersection qui tombent en dehors du 
premier quadrant, c'est-a-dire de points qui definissent des valeurs negatives de 
l'un ou de l'autre parametre. 




3.14 - Graphique lineaire direct modifie preeentant 1/V en fonction de K m jV 

Chaque observation est representee sous \a forme d'une droite qui croisent i'axe des 
abscisses a une valeur de [A]/v et I'axe des ordonnees a une valeur de Vv. Les erreurs 
experimentaies qenerent une famille de points d'intersection, comme dans la figure 3.13, qui 
peut etre analysee de la meme maniere. 

Le graphique lineaire direct presente divers avantages sur les autres methodes gra- 
phiques (fig. 3.13) decrites dans ce paragraphe, dont la plus apparente est que, dans 
sa forme originelle, il ne necessite pas de calcul. Ceci permet de l'utiliser tres faci- 
lement au laboratoire pendant que 1' experience se deroule, de sorte que nous pou- 
vons visualiser immediatement les valeurs probables des parametres et adapter les 
conditions de mesure pour permettre une determination precise de ces parametres. 

Analyse des experiences de fixation : le graphique de Scatchard 

A cote des reactions enzymatiques, de nombreux processus biologiques reposent 
sur la fixation d'une petite molecule sur une macromolecule ou sur une surface, 
sans que cette fixation ne soit suivie d'une reaction chimique. Comme nous allons 
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le voir, le phenomene de fixation d'un ligand peut etre decrit par une equation qui a 
une forme similaire a celle de l'equation de Michaelis et Menten, alors que la 
fixation sur plusieurs sites independants peut etre representee par une equation qui 
a la meme forme que l'equation cinetique pour un melange d' enzymes catalysant la 
meme reaction. Bien qu'un traitement exhaustif de la fixation de ligands ne fasse 
pas partie des objectifs de cet ouvrage, nous presentons brievement le traitement de 
ces systemes parce que les experiences de fixation complementent souvent les 
mesures cinetiques dans 1' etude de systemes enzymatiques. La ressemblance entre 
les equations de fixation et les equations de vitesse des systemes enzymatiques, 
nous amene egalement a discuter de l'utilisation du graphique de SCATCHARD, 
notamment en raison de l'abondance d'erreurs associees avec l'utilisation de ce 
type de graphique. 

En pratique, la fixation d'un ligand est souvent mesuree par dialyse a l'equilibre, 
une experience qui consiste a etablir un equilibre a travers une membrane semi-per- 
meable (permeable au ligand mais pas a la proteine), et a mesurer la concentration 
de ligand de part et d'autre de cette membrane. Une fois l'equilibre atteint, si nous 
supposons que la concentration de ligand libre, f L ] libre , est identique de chaque 
cote de la membrane et qu'elle peut etre mesuree directement dans le compartiment 
qui ne contient pas de proteine, la concentration de ligand fixe a la proteine peut 
alors etre determinee en soustrayant la valeur connue de [L ] Ubre de la concentra- 
tion totale de ligand mesuree dans le compartiment contenant la proteine. A ce 
stade, il est essentiel de prendre conscience d'une caracteristique essentielle des 
mesures de dialyse a l'equilibre. Dans une experience de cinetique a l'etat station- 
naire, c'est l'activite cinetique de l'enzyme qui est mesuree, et a condition que 
l'activite specifique de cette enzyme soit suffisamment elevee, une concentration 
faible d'enzyme peut etre utilisee sans affecter la precision de la mesure. Inver- 
sement, dans une experience de dialyse a l'equilibre, la quantite mesuree, [L] fixi , 
ne peut jamais depasser la concentration totale des sites de fixation et est obtenue 
par soustraction ; il est important des lors de s'assurer que la concentration de la 
macromolecule est du meme ordre de grandeur que la concentration du ligand. 
Puisque les experiences de dialyse a l'equilibre et celles de cinetique dans des 
conditions d'etat stationnaire sont realisees dans des conditions differentes, elles 
peuvent dans certains cas conduire a des resultats apparemment inconsistants, si 
par exemple 1'enzyme s'associe a de hautes concentrations. 

S'il existe un seul type de site de fixation de L sur E, le phenomene de fixation peut 
etre represents par le modele suivant : 

K 

E + n L =*=t EL„ [3.60] 

Dans ce modele, K represents la constante individuelle de dissociation du ligand L 
pour chaque site de fixation et n represente le nombre de sites de fixation : 

K = [ E ][ L ]i<b,e [3 61] 

[EL] 



3 - Introduction a la cinetique enzymatique - Reactions a un substrat et un produit 



93 



La saturation du site de fixation peut etre defmie par le rapport suivant : 

Y = [3.62] 

[EJ+fELJ 

En introduisant l'equation [3.61] dans l'equation [3.62], nous pouvons exprimer Y 
en terme de la concentration de ligand libre : 

y — [LJlibrel K _ [L] lihre ,^ 
\ + ([L] lihr jK) K + [LJ lihre 

S'il existe un seul site de fixation de L sur E, [L] fixi correspond a la fraction 
saturee de la proteine, Y, multipliee par la concentration totale de la proteine [E] : 

J fixe = Y [EJ [3.64] 

et l'equilibre de fixation peut etre exprime en fonction des concentrations de ligand 
sous forme libre et sous forme fixee : 

[L]fi x £ _ [EJq [L]fi X e 



[LJubre K K 



[3.65] 



S'il existe n sites de fixation de L sur E qui sont independants et equivalents, nous 
pouvons ecrire : 

Y = n l L hbre p 66] 

K + [L]i ibre 

Si nous supposons que le nombre de sites de fixation est inconnu, la quan- 
tity [L J fixi doit etre traitee comme une quantite observee dont la dependance vis-a- 
vis de [L ] Uhre est donnee par l'equation suivante : 

= n[E] [L] llhre 
JM K + [L] llbre 

Les equations [3.66 ] et [3.67] peuvent etre ecrites sous les formes suivantes : 

YK + Y [L] lihre = n[L] lihre [3.68a] 
[LJ M K+[LJ M [Lh bre = n[E] [L] lihre [3.68b] 

qui apres division par Kf L ] m . e et rearrangement donne des formes lineaires de 
l'equation de fixation connue comme l'equation de SCATCHARD : 

Y n Y 



[3.69a] 
[3.69b] 



[LJubre K K 

[LJfixe _ n[E 7q [L]f ae 
[LJubre K K 

Un graphique de Y/[L ] Uhre en fonction de 7 a la forme d'une droite dont la pente 
vaut -l/K, dont l'ordonnee a l'origine vaut n/ K et dont l'intersection avec l'axe 
des abscisses vaut n. 
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L'equation [3.67] est similaire a 1' equation de MlCHAELIS et MENTEN [3.35] et 
peut etre obtenue facilement a partir de celle-ci si nous nous souvenons que la 
vitesse de la reaction enzymatique est donnee par le produit de la constante k et de 
la concentration de complexe EA, v = k [EAJ . Si cette derniere est assimilee a la 
concentration de substrat fixe, nous obtenons : 

[EA] = [A] M = Wo^/are [3 . 7 o] 

En principe, le cas cinetique differe par le fait qu'a saturation de l'enzyme, la 
vitesse limite doit toujours etre traitee comme une quantite experimental mesu- 
rable, alors que dans le cas de la fixation, il est clair a priori que la saturation 
signifie qu'une molecule de ligand est fixee sur chaque site de fixation. 
Neanmoins, cette difference est, en realite, plus theorique que reelle puisque dans 
de nombreux cas, la molarite de la proteine n'est pas connue avec une precision 
suffisante pour que la limite exacte soit determinee, et le nombre de sites de 
fixation par molecule peut etre inconnu (et est generalement inconnu, puisqu'il 
s'agit de l'information recherchee dans les experiences de fixation). 

La relation evidente entre l'equation de fixation et l'equation de MlCHAELIS et 
MENTEN permet de bien comprendre le phenomene de saturation qui intervient 
dans la cinetique enzymatique. La vitesse limite de la reaction est atteinte lorsque 
l'enzyme est sature, c'est-a-dire lorsque la concentration de [A ] Uhre est largement 
superieure a K et done, que tout l'enzyme est sous forme de complexe enzyme- 
substrat, [EA ] = [A] flxi = [E J . Lorsque la concentration de [A ] libre est equiva- 
lente a K, l'enzyme est a moitie sature par le substrat (la moitie des molecules 
d'enzyme est complexee a une molecule de substrat) et done la concentration de 
[ EA ] = [ AJ fiX g =0,5[E y et la vitesse initiale est egale a la moitie de la vitesse 
limite, v = 0,5 V. La vitesse de la reaction enzymatique est done directement 
proportionnelle au degre de saturation de l'enzyme. 

Dans les equations [3.69], n represente le nombre de sites de fixation et chacun de 
ces sites est suppose fixer le ligand avec la meme constante de dissociation AT. 
Puisque cette equation a exactement la meme forme que l'equation de MlCHAELIS 
et Menten, les donnees experimentales peuvent en principe etre analysees par les 
memes methodes. En pratique, le graphique universellement utilise pour represen- 
ter les equilibres de fixation est un graphique de [L] fix6 / [L ] Ubre en fonction de 
[L Jfixt qui est connu sous le nom de graphique de SCATCHARD (SCATCHARD, 
1949). L'examen de ce graphique indique qu'il est equivalent au graphique de v en 
fonction de v /[A J presente precedemment, excepte que les axes sont inverses. 
Curieusement, les biochimistes qui utilisent couramment le graphique en double 
inverse pour representer leurs donnees cinetiques utilisent exclusivement le 
graphique de SCATCHARD pour representer leurs donnees de fixation. L' equivalent 
du graphique en double inverse pour les equilibres de fixation, parfois appele 
graphique de KLOTZ (KLOTZ, WALKER et PlVAN, 1946) est tres rarement utilise 
(voir cependant Su et ROBYT (1994) pour quelques exemples de son utilisation), et 
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nous n'avons aucune connaissance d'exemple d'utilisation d'un graphique de 
[A]/v en fonction de [A] pour l'analyse de la cinetique enzymatique. Nean- 
moins, il est essentiel de noter que l'utilisation de ces differentes representations 
graphiques n'est dict.ee ni par les merites de ces graphiques, ni par les necessites 
imposees par les methodes de mesure, mais est plutot une question de mode. 

Comme le graphique de SCATCHARD est frequemment utilise pour analyser des 
donnees plus complexes que celles exprimees par l'equation [3.69], il est important de 
comprendre ses proprietes dans le cas d'un systeme comportant des sites de fixation 
non-equivalents. Le cas le plus simple est celui d'une proteine comportant deux classes 
de sites : n l sites caracterises par une constante de dissociation^ et n 2 sites caracterises 
par une constante de dissociation K 2 . L'equation de fixation devient : 

[L]^. = n ifE] [L]i ihre | n 2 [E] [L] Hbre [371] 
Ki + [L] libre K 2 + [L] Ubre 

La question est de savoir si une methode de representation graphique permet d'estimer 
reellement ces parametres. La reponse correcte a cette question est non, mais ce n'est 
pas la reponse que donnerait la majorite des personnes qui realise des experiences de 
fixation. Pour un ensemble donne de valeurs des differents parametres, il est facile de 
tracer la courbe attendue pour un graphique de Scatchard. Malheureusement, cette 
demarche est rarement suivie et en consequence, les parametres estimes a partir de 
graphiques de SCATCHARD ne s'accordent presque jamais, meme approximativement, 
avec les donnees a partir desquelles ils sont derives. Un exemple est presente dans la 
figure 3.15. Pour des sites independants et non-equivalents, la courbure est presque 
toujours orientee dans le sens montre dans cette figure, bien que les details quantitatifs 
puissent varier. Le point essentiel a noter est que les deux asymptotes qui represented 
les graphiques pour chaque type de sites de fixation sont fortement eloignees de la 
courbe experimental (voir la courbe de Michaelis et Menten presentee dans la 
figure 3.7 et la discussion du § 3.5.1). Ceci signifie qu'il est impossible d'estimer la 
position de l'une ou de l'autre de ces asymptotes (et done d'estimer le couple de 
parametres la caracterisant) en tracant une droite passant au travers de certains points. 
L'erreur qui resulterait d'une telle procedure peut etre tres importante : par exemple, 
dans la figure 3.15 une extrapolation naive de la partie de la courbe a faibles valeurs de 
[A] f lX e indiquerait la presence de deux sites de fixation de haute affmite plutot qu'un 
seul. En general, un seul parametre d'interet peut etre estime de maniere simple a partir 
d'un graphique de SCATCHARD, il s'agit du nombre total de sites de fixation, qui 
correspond a l'intersection de 1' extrapolation de la courbe avec l'axe des abscisses 
{[A] fae ). 

II est, en realite, tres simple de juger visuellement si les points sur un graphique de 
Scatchard sont en accord avec les asymptotes supposees, parce que la courbe 
peut etre obtenue en additionnant les valeurs des asymptotes le long de lignes 
passant par l'origine. Cette addition est illustree dans la figure 3.15 pour une ligne 
arbitraire passant par l'origine. Ce calcul s' applique meme s'il y a plus de deux 
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classes de sites de fixation, c'est-a-dire que Ton peut tracer des droites pour 
differentes classes de sites et obtenir une courbe finale en calculant la somme le 
long de droites passant par l'origine des contributions de chacune de ces classes. 

v/fAJ 1,5 - 
ou 

[A] fixe * 'Mlibre 




v ou [AJjte 

3.15 - Interpretation d'un graphique de &CATCHARD 
courbe par ia methode de Rosenthal (1967) 

La courbe resuitante peut etre derivee a partir de deux ou plusieurs composantes iineaires 
par addition le long de droites passant par l'origine. L'analyse s'applique de maniere 
similaire aux donnees cinetiques (V/fAJ en fonction v) et aux donnees de fixation 
CfAWfAk* en fonction de [A]„J. 



3.6. LE5 REACTIONS REVER5I5LE5 

3.6.1. Vec\uat\on de v\tesse du mecanieme reversible simple 

En principe toutes les reactions catalysees par des enzymes sont reversibles, et dans 
la realite de nombreuses reactions importantes en biochimie sont reversibles dans 
le sens ou des quantites significatives de substrat et de produit coexistent a l'equi- 
libre. II est evident, des lors, que le mecanisme de Michaelis et Menten que nous 
avons decrit jusqu'a present est incomplet, et que la reaction en sens inverse doit 
apparaitre dans le schema reactionnel. Le modele le plus simple consiste a rendre 
reversible la seconde reaction comme indique dans le modele suivant : 

k k 

E + A EA E + P [3.72] 

[E] -[EA] [A] ' [EA] [PJ 
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Pour ce mecanisme, l'equation d'etat stationnaire pour le complexe EA s'ecrit : 

= k x ([Ek-[EA])[A] + k_ 2 ([Ek-[EA])[P]-(k_ l + k 2 )[EA] 
dt __ Q [3-73] 

En groupant tous les termes en [ EA] et en rearrangeant l'equation, nous obtenons 
l'equation : 

r EA] = k x [Ek[A] + k_ 2 [Ek[P] 
k_ x + k 2 +k l [A] + k_ 2 [P] 

Puisque la reaction est reversible, la vitesse nette de formation du produit P est obtenue 
par la difference entre la vitesse a laquelle il est forme dans la reaction EA — *- E + P 
et la vitesse a laquelle il disparait dans la reaction E + P — >- EA. La concentration 
d'enzyme libre disponible pour la reaction inverse est donnee par [ E ] - [ EA] . 

v = k 2 fEA]-k_ 2 (fE] -fEA])fP] [3.75] 

En combinant les equations [3.74] et [3.75], nous obtenons l'expression suivante : 
k 2 (k lf E] of A] + k_ 2f E] of P])_ 

k- l + k 2 +k i [A] + k. 2 [P] 
, k_ 2 (kJE] [A] + k_ 2 [E] [P])[P] 
k_ l + k 2 +k l [A]+k- 2 [P] 

La multiplication croisee permettant d'obtenir un denominateur commun fournit un 
numerateur apparemment complexe comprenant huit termes. Cependant, six de ces 
termes s'eliminent mutuellement, laissant l'equation suivante : 

v = k x k 2 [Eh[A]-k_ x k_ 2 [Eh[P] 
k_ x + k 2 +k x [A] + k_ 2 [P] 

Dans le cas particulier ou [P] = 0, l'equation [3.77] est equivalente a l'equation 
[3.34], avec l'exception que [A] doit etre remplace par [A] , puisque l'hypothese 
de [P] = n'est valable qu'au temps initial de la reaction, quand t = 0. II est 
important de noter que c'est la contrainte [P] = qui permet de faire cette 
simplification et non certaines hypotheses sur la grandeur de k_ 2 . Si [P] = 0,la 
vitesse k_ 2 [P] est nulle, quelle que soit la valeur de k_ 2 . 

Dans le cas complementaire ou [A] = 0, l'equation [3.77] se simplifie sous la 
forme d'une equation dormant la vitesse initiale de la reaction inverse : 

= -k^fEMPJ 
k_ x + k 2 +k_ 2 [P] 

Un signe negatif apparait dans cette equation parce que la vitesse de la reaction est 
defmie comme la vitesse d'apparition du produit P, c'est-a-dire v = d[P ]/dt ; si la 
vitesse de la reaction est definie comme d[A]/dt l'equation devient positive. A 
l'exception du signe, l'equation [3.78] est identique a l'equation de MlCHAELIS et 
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Menten, et en la comparant avec les equations [3.34] a [3.44], nous pouvons 
definir les parametres caracteristiques de la reaction inverse : 

k = k_i [3.79a] 

k P = ±£f- [3.79b] 
k-i + k 2 

K mP = [3.79c] 

k- 2 

L'equation [3.79b] represente la constante de specificite pour la reaction inverse ou 
l'indice P indique le substrat de la reaction. Ces termes sont analogues a ceux qui 
ont ete dermis precedemment pour la reaction directe. 

k = k 2 [3.80a] 

k A = [3.80b] 

k-i + k 2 

K mA = [3.80c] 

En utilisant ces definitions, l'equation [3.77] peut etre reecrite sous la forme 
suivante : 

= k A [EJ [AJ-kp[EJ [PJ 

Cette derniere equation peut etre consideree comme la forme generale de l'equa- 
tion de Michaelis et Menten. A 1' inverse de l'equation [3.77], celle-ci ne fait 
reference a aucun mecanisme particulier et elle peut etre consideree comme une 
equation empirique. II existe de nombreux mecanismes plus complexes que celui 
de l'equation [3.72] qui conduisent a une equation de vitesse de la forme de 
l'equation [3.81]. Parmi ceux-ci se trouve le mecanisme plus realiste de conversion 
de A en P en trois etapes qui est envisage dans le § suivant. Dans ce mecanisme, la 
conversion chimique de A en P au site catalytique de 1' enzyme est traitee comme 
une etape separee des processus d' association/dissociation du substrat A et du 
produit P. 



3.6.2. [.'equation de vitesse du mecanisme en trois etapes : 
traitement a I'equilihre 

Considerons maintenant un cas plus realiste ou un substrat A est converti en 
produit P dans le site actif d'un enzyme. Cette reaction est representee par une 
etape distincte du mecanisme cinetique qui precede la dissociation de l'enzyme et 
du produit. Par simplicity, considerons que la formation de EA et celle de EP sont a 
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l'equilibre, par opposition avec la reaction EA < - EP. Dans ce cas, nous pouvons 
representer le mecanisme reactionnel par 1' equation suivante : 

k\ 1^2 &3 

E + A „ - EA „ - EP ^ «- E + P [3.82] 

[E] -[EA]-[EP] [A] ' ^7 * /£P7 ' [PJ 

Si, par souci de simplification, nous supposons que les etapes de fixation du 
substrat et de liberation du produit sont rapides par rapport a la reaction chimique 
EA^«=^EP, nous pouvons definir les parametres K mA =k_ l /k l et K mP = k 3 /k_ 3 
comme les constantes de dissociation des complexe EA et EP. Dans ce cas, 
l'obtention de l'equation de vitesse necessite de trouver l'equation pour la vitesse 
nette : 

Vnette = V 2 " V_ 2 [3.83] 

d[EP] r . _ . n 

ou v 2 = v P =— [3.84a] 

dt 

v- 2 =v,=^ [3.84b] 

L'equation de vitesse peut aisement etre obtenue en appliquant les trois regies 
precedemment etablies. 

► La loi d' action de masses permet de definir la vitesse initiale pour chacun des 
deux sens de la reaction : 

v 2 = k 2 [EA] [3.85a] 
v_ 2 = k_ 2 [EP] [3.85b] 

La vitesse nette est obtenue comme la difference : 

v mtte = k 2 [EA]-k_ 2 [EP] [3.86] 

En utilisant les deux equilibres : 

[A][E] 



K m a — 
[EA] = 

K-mP = 



[EP] = f P Jf E J [3.87] 



[EA] 
[E][A] 

A 

[12111 

[EP] 

Ul 
K„ 



>~mP 

nous obtenons : v nette = k 2 ^lAl. k _ 2 £12111 

K m A K m P 



[3.88] 
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► L'equation de conservation de l'enzyme s'ecrit comme suit : 

\ + IAL + £pT 



[EJ = [EJ + fEAJ + fEPJ = [E] 



K, 



m A 



K, 



mP 



= [E]D 



ou 



et 



D = l+ 1A1 + £1± 

[Eh 



[E] = 



D 



► Les equations de conservation du substrat et du produit s'ecrivent : 
[Eh « [Ah ; [A] = [AJ 

[Ej « [Ph ; [P] = [PJo 

En utilisant les equations suivantes comme definition des vitesses limites : 

V 2 = k 2 [EJ 
V-2 = k_ 2 [EJ 

et les equations [3.88] a [3.91], nous obtenons l'equation de vitesse finale : 



V2 [Al_ v _ 2 [P± 
K m A K mP 
D 



Vi lAL_yJ_PL 



K, 



m A 



K m 



1+ M1 + [P1 

K m a K mP 



[3.89] 
[3.90] 
[3.91] 

[3.92a] 
[3.92b] 

[3.93 a] 
[3.93b] 

[3.94] 



Comme dans le cas le plus simple (§ 3.6.1), si [PJ =0 ou si [AJ =0, cette 
equation se simplifie et donne l'equation de MlCHAELIS et MENTEN [3.34] 
respectivement pour la direction directe ou pour la reaction inverse. 



3.6.3. La relation de Haldane 

Quand une reaction a atteint l'equilibre, sa vitesse nette devient nulle. Si [ A ] x et 
[P] x represented les valeurs de [A] et de [PJ lorsque l'equilibre est atteint, 
nous obtenons les equations suivantes a partir de l'equation [3.94] : 

Vl LALl _ V _ 2 iZifL = o [3.95] 
K m a K m P 

etdonc k A [Eh[A]„-k P [Eh[P] x = [3.96] 

Puisqu'a l'equilibre, K = [PJ^/fAJ^ , nous pouvons reecrire respectivement les 
equations [3.95] et [3.96] comme suit : 

K = Y^^L- [3.97] 
'-2 K mA 
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K = k± = = [PL [3 . 98] 

hp k_ 2 K mA f A] x 

ou K est la constante d'equilibre de la reaction. Cette equation constitue un resultat 
important, connu sous le nom de relation de HALDANE (HALDANE, 1930). Ces ega- 
lites sont verifiees pour n'importe quel mecanisme decrit par l'equation [3.81] et 
pas seulement pour le mecanisme simple a deux etapes de Michaelis et Menten. 
Les equations de vitesse plus complexes, telles que celles qui seront decrites pour 
des reactions a plusieurs substrats, conduisent a des relations de Haldane plus 
complexes, mais parmi ces equations il en existe toujours au moins une qui relie les 
parametres cinetiques et la constante d'equilibre globale de la reaction. 



I 

John Bur don Sanderson Haldane (1892-1964) 

Haldane a laisse son nom associe a au moins deux elements importants de I'enzymologie. 
Avec G.E. Briggs, il a demontre que les reactions enzymatiques suivent les lois de la 
thermodynamique et a introduit le concept d'etat stationnaire dans le traitement des 
cinetiques enzymatiques. En utilisant des approches mathematiques, il a calcule les 
vitesses auxquelles les reactions enzymatiques se deroulent et a laisse son nom associe 
a une equation encore largement utilisee (equation [3.98]). 

La carriere scientifique d'HALDANE, peut-etre plus encore que celles de Victor Henri et 
de Leonor Michaelis, est un exemple frappant de multi-disciplinarite qui prouve que le 
transfert de competence entre disciplines est extremement rentable. En plus de ses 
qualites scientifiques, Haldane avait egalement de grandes qualites de vulgarisateur et 
il a ecrit de nombreux articles afin de faire connaftre a I'homme de la rue les avancees 
scientifiques et techniques du debut du xx e siecle. 

Haldane naTt a Oxford, dans une ancienne famille ecossaise. Son pere est le celebre 
physiologiste largement reconnu pour ses travaux de physiologie respiratoire, qui a mis 
en evidence I'effet letal du monoxyde de carbone, qui a demontre que le monoxyde de 
carbone se fixe sur I'hemoglobine et empeche celle-ci de remplir pleinement son role 
de transporteur de I'oxygene et qui, avec J.G. Priestley, a promu I'idee selon laquelle la 
ventilation pulmonaire est controlee par la pression partielle de dioxyde de carbone 
dans le sang arteriel. C'est lui qui va initier son fils a la physiologie. 

Apres une education a Eton, il etudie les mathematiques et la biologie a Oxford et quitte 
I'universite sans qualification scientifique. En 1919, il commence a enseigner la physiologie 
au New College a Oxford, marchant ainsi dans les traces de son pere, mais il commence, 
des cette epoque, a s'interesser a la liaison des genes. En 1921, il accepte un poste sous 
la direction de Frederick Hopkins dans le departement de Biochimie a Cambridge. La, il 
se concentre sur I'etude des enzymes et publie une presentation globale du mecanisme 
d'action des enzymes dans son livre Enzymes (1932) mais il continue ses travaux de 
genetique et commence egalement a publier ses premiers travaux sur les mathematiques 
de la selection naturelle. J.B.S. Haldane doit en effet une grande partie de sa notoriete a 
sa participation avec R.A. Fisher et S. Wright a la synthese des theories de Darwin et 
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de Mendel et au developpement de la theorie synthetique de 1'evolution aussi connue 
comme la theorie neo-darwinienne. II ecrit une dizaine d'articles influents sur le sujet 
et publie en 1932 une synthese dans son livre The Causes of Evolution. 

En 1933, Haldane quitte Cambridge pour University College a Londres ou il est 
successivementtitulaire des chaires de genetique et de biometrie. En 1935, il publie 
une carte du chromosome X en localisant la position des genes associes a divers 
phenotypes comme le daltonisme et le deficit de vision nocturne. En 1957, en protestation 
contre I'invasion franco-anglaise de Suez, il emigre aux Indes. II travaille d'abord pour 
I'lndian Statistical Office a Calcutta et plus tard il s'installe a Orissa ou il dirige un 
laboratoire de genetique et de biometrie. II s'eteint a Orissa en decembre 1964 a la 
suite d'un cancer dont il s'est moque auparavant dans un court poeme qui s'intitulait 
Cancer's a funny Thing. 

Reference 

R.W. Clark - J.B.S. Haldane, dans Dictionary of Scientific Biography, New-York, Scribners 

3.6.4. L'equation de vlteese du mecanieme en troie etapee : 
cas a Vetat etationnaire 

En principe, l'equation de vitesse pour le mecanisme complet peut etre derivee 
de la meme maniere pour la situation d'etat stationnaire. Cependant, il existe 
maintenant deux formes intermediaries, EA et EP, et chacun des deux termes 
d [ EA] I dt et d[EP]/dt doit etre nul. La necessite de resoudre simultanement 
deux equations, une en [EA] et une en [EP], complique la procedure de 
derivation. Comme nous decrirons une methode plus versatile de derivation de ces 
equations dans le chapitre 6, nous dirons simplement ici que le mecanisme en trois 
etapes conduit egalement a l'equation [3.77], mais avec des definitions quelque peu 
differentes pour les parametres de la reaction directe : 

K = - - [3.99a] 

k A = [3.99b] 

k-\k_ 2 + k_ik 3 +k 2 k 3 

K mA = k = ^±k = ^ 1 ±hh ,3.99c] 
k\(k_ 2 +k2+kj,) 

et de la reaction inverse : k_ = — — [3.100a] 

k_i + k_ 2 + k 2 

k P = ^-1^-2^-3 [3.100b] 

k_i k_ 2 + k_\ ki + k 2 k } 

K mP = k- l k_ 2 +k_ l k 3 + k 2 k 3 [3 10{)c] 

( k_i + k_ 2 + k 2 )k_ 3 
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En depit de leur apparence complexe, les expressions pour K mA et K mP se simpli- 
fient respectivement en constantes de dissociations reelles pour les complexes EA 
et EP, K A et K P , si la seconde etape dans la direction appropriee est l'etape limitante 
de la vitesse : 

K aA =*=L = K A si k 2 « (k_ 2 +k 3 ) [3.101] 

K 

et K mP = = K P si k_ 2 « (k_ l + k 2 ) [3.102] 

k_ 3 

Les deux simplifications s'appliquent simultanement si les deux conditions sont 
satisfaites simultanement, c'est-a-dire si la conversion entre EA et EP est l'etape 
qui limite la vitesse dans les deux directions. 

Dans les conditions ainsi defmies, les constantes de Michaelis ont des valeurs 
egales aux constantes de dissociation mais il est instructif dans le but de com- 
prendre les arguments developpes a la fin du § 3.3.2, de se poser la question 
inverse : existe-t-il des conditions dans lesquelles les deux constantes de 
MICHAELIS sont simultanement differentes des constantes d'equilibre correspon- 
dantes ? Atkinson (1977) est un des rares a s'etre pose la question et les resultats 
de son analyse sont surprenants. Clairement, a partir des equations [3.101] et 
[3.102], nous obtenons que k 2 doit etre plus grand que k_ 2 + k 3: et que simul- 
tanement, k_ 2 doit etre plus grand que k_ x + k 2 . Puisque ces deux affirmations ne 
peuvent etre toutes deux correctes, il resulte que dans au moins une des directions 
(et souvent dans les deux) la constante de Michaelis a une valeur raisonnablement 
proche de celle de la constante de dissociation correspondante. 

ATKINSON a conclu que nous ne devons pas hesiter a inferer des affinites des 
enzymes pour leurs substrats a partir des valeurs des constantes de MICHAELIS, 
Cette conclusion va cependant trop loin parce qu'il existe de nombreuses reactions 
en biochimie qui, dans des conditions physiologiques, se deroulent uniquement 
dans une seule direction, et dans lesquelles la constante d'equilibre est en faveur de 
la direction physiologique de la reaction. Dans de tels cas, il est plus probable que 
nous serons interesses par la constante de Michaelis de la reaction directe et c'est 
cette constante de dissociation qui differera le plus probablement de la constante de 
dissociation correspondante puisque les constantes de vitesse directes doivent etre 
en moyenne plus grandes que les constantes de vitesse inverses pour des reactions 
dans lesquelles la constante d'equilibre favorise la direction directe. 

II est aussi possible que les deux constantes de Michaelis soient des constantes 
d'equilibre sans qu'aucune des etapes de fixation ne soit a l'equilibre : si k_ x = k 3 
(c'est-a-dire si A et P se dissocient de leur complexe respectif avec la meme cons- 
tante de vitesse), alors les deux expressions ont un facteur commun, (k_ 2 + k 2 + k 3 ), 
au numerateur et au denominateur, qui s'elimine. Les deux simplifications 
presentees dans les equations [3.101] et [3.102] s'appliquent alors sans aucune 
hypothese sur les grandeurs de k_ 2 et de k 2 (CORNISH-BOWDEN, 1976). 
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En depit de ces differents cas dans lesquels K m est equivalent a une constante de 
dissociation du substrat, en general il n'est pas conseille de faire une telle 
supposition, sauf si cette equivalence est confirmee par une preuve evidente. II est 
plus raisonnable de considerer K m comme une quantite empirique qui decrit la 
dependance de v vis-a-vis de f A J et non comme une mesure de la stabilite thermo- 
dynamique du complexe enzyme-substrat. 



3.6.5. Utilisation du profit d'energie de Gibbs 

II peut etre utile de representer le profil d'energie de Gibbs pour la reaction dans 
des conditions d'etat stationnaire. 

G° I E 




Coordonnees de la reaction 
3.16 - Profil d'energie litre d'une reaction enzymatique 

Chaque z\, represente le AG* pour l'etape i de la reaction et le AG° xt represente la 
variation globale d'energie libre de la reaction A ^«=^ P. Puisque cette derniere ne 
depend pas de la presence d' enzyme, elle peut etre appelee variation d'energie 
libre externe, par opposition avec la variation d'energie libre pour la reaction se 
deroulant au sein du complexe avec l'enzyme que nous appelerons variation 
d'energie libre interne. Celle-ci est notee AG° t dans la figure 3.16. Cette variation 
d'energie libre interne est directement reliee au mecanisme catalytique de l'enzyme. 

AG° ex , = (A l -A_ l )+(A 2 -A_ 2 ) + (A^-A_ 3 ) =-RT\nK [3.103] 



AGl, = A 



-2 



[3.104] 



3.6.6. Lee enzymes unidirectionnele 

Un principe essentiel de la catalyse enzymatique est que la presence d'un enzyme 
ne modifie pas la position de l'equilibre chimique d'une reaction mais qu'elle 
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accelere simplement revolution du systeme vers cette position d'equilibre. En 
d'autres termes, les lois de la thermodynamique prevoient qu'un enzyme catalyse 
toujours une reaction dans les deux directions. Dans un certain nombre de cas, 
cependant, la catalyse apparait beaucoup plus efficace dans une des deux direc- 
tions, en apparente contradiction avec les lois de la thermodynamique. Un exemple 
frappant est celui de la methionine adenosyltransferase pour laquelle la vitesse 
limite de la reaction directe est environ 2 . 10 5 fois superieure a la vitesse limite de 
la reaction inverse, alors que la constante d'equilibre est proche de l'unite (Mudd 
et MANN, 1963). Malgre une discussion approfondie de ce cas par JENCKS (1975), 
beaucoup de biochimistes meconnaissent ce type de comportement et restent 
convaincus que cette reaction enzymatique ne respecte pas les lois de la thermo- 
dynamique. Cependant, bien que l'equation d'HALDANE impose des limites sur le 
comportement cinetique possible d'un enzyme, elle laisse la porte ouverte a 
l'existence d'une large gamme de comportements. 

Si nous considerons l'equation [3.81] qui decrit le comportement d'une reaction 
reversible en fonction des constantes de specificite et des constantes de Michaelis, 
il est evident que l'une ou l'autre des constantes de specificite peut prendre une 
valeur quelconque a condition que l'autre s'accorde aux exigences imposees par la 
constante d'equilibre, et qu'aucune contrainte n'est imposee sur les constantes de 
Michaelis. Par exemple, si la catalyse de la direction directe est largement plus 
efficace que celle de la reaction inverse, la constante de dissociation K mA doit etre 
beaucoup plus grande que K mP . Une petite valeur de K mP se manifeste genera- 
lement par une inhibition par le produit de la reaction directe. Alternativement, 
si l'equation est ecrite en termes de constantes catalytiques et de constantes de 
Michaelis, comme c'est la pratique courante, l'analyse parait plus complexe parce 
que ce type d'ecriture masque le fait que seules les constantes de specificite sont 
soumises a une contrainte thermodynamique. 

Si nous souhaitons examiner la gamme des comportements possibles, nous pou- 
vons ignorer le rapport des constantes de specificite parce que ce rapport est 
impose par la thermodynamique et qu'il ne peut pas etre ajuste au cours de 
revolution de l'enzyme. De la meme maniere, nous pouvons egalement ignorer les 
grandeurs reelles de ces constantes puisque celles-ci refietent uniquement le niveau 
general d'activite catalytique de l'enzyme. Les seuls parametres ajustables sont 
done les constantes de Michaelis. Comme nous pouvons le voir dans la 
figure 3.17, si les valeurs de K mA et de K mP sont tres differentes, le graphique de v 
en fonction de log( [P ] / [ A] ) est fortement asymetrique : si K mP « K mA 
(e'est-a-dire si le produit se fixe beaucoup plus fortement que le substrat, comme 
c'est le cas par exemple pour de nombreuses deshydrogenases qui convertissent 
NAD ol en NAD rerf ), la pente de la courbe est beaucoup plus accentuee lorsque le 
systeme approche de l'equilibre dans la direction directe de la reaction que 
lorsqu'il l'approche dans la direction inverse ; dans des conditions opposees c'est 
evidemment 1' inverse qui est observe. En conclusion, un enzyme peut etre un bien 
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meilleur catalyseur dans une direction que dans 1' autre sans pour autant desobeir 
aux lois de la thermodynamique. L'etude de la figure 3.17 continue que la vitesse a 
l'equilibre est nulle et que, dans tout autre etat d'avancement, la reaction procede 
en direction de l'equilibre : c'est la seule contrainte imposee par la thermodyna- 
mique ; aucune contrainte n' impose que les courbes soient symetriques autour du 
point d'equilibre ni que l'equilibre doive etre approche avec une pente similaire 
dans les deux sens de la reaction. 



V 1 



1 

a - K mP = 0,01 K mA 






/ 
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3.17 - Enzymes unidirectionnels 

Les deux courbes sont calculees pour une constante d'equilibre eqale a 1, c'est-a-dire pour 
un equilibre oij [P]/[A] = 1, mais oij ie rapport dee constantes de Michaelis dans les 
directions directe et inverse est different dans les deux cas. Quand K nF << K mA (a), la 
courbe est tres pentue lorsc\ue l'equilibre est approche dans la direction directe, mais est 
tres plate lorsqu'il est approche dans la direction inverse; mais I'inverse est vrai quand 
K mF >> K mA (b). II faut noter que ces courbes n'impliquent aucune violation des principes de 
la thermodynamique, parce que, quelles que soient les circonstances, la reaction evolue 
toujours vers l'equilibre. 

D'un point de vue physiologique, 1' existence d' enzymes unidirectionnels est 
entierement justifiee, puisque dans la nature un grand nombre de reactions ne 
doivent pas etre catalysees dans la direction inverse et qu'il n'existe done aucune 
pression evolutive pour ameliorer la catalyse de la reaction inverse. L'absence d'un 
desavantage n'a pas le meme effet evolutif que l'existence d'un avantage, meme si 
nous pouvons toujours nous demander pourquoi un tel comportement a ete 
selectionne. La reponse reside probablement dans la quantite limitee d'energie de 
fixation qui est disponible pour la catalyse enzymatique, comme l'a discute JENCKS 
(1975). Un site actif strictement complementaire de l'etat de transition de la 
reaction optimiserait l'activite catalytique de l'enzyme dans les deux sens de la 
reaction. Cependant, si seulement une des directions a une importance physio- 
logique, l'efficacite dans cette direction peut etre amelioree aux depends de celle 
dans 1' autre direction en developpant un site actif ayant une meilleure affmite pour 
les reactifs ou les produits que pour l'etat de transition. 
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3.7. INHI3ITI0N PAR IB PRODUIT 



L'inhibition par le produit est un cas special d'inhibition qui sera discute en detail 
dans le chapitre 5, mais parce qu'elle decoule naturellement du paragraphe pre- 
cedent, il est utile de la mentionner brievement ici. Quand l'equation [3.81] 
s'applique, la vitesse doit diminuer lorsque le produit s'accumule, meme si la 
diminution de la concentration du substrat reste negligeable, parce que le terme 
negatif du numerateur augmente de plus en plus lorsque la reaction s'approche de 
l'equilibre et parce que le troisieme terme du denominateur augmente avec [PJ. 
Dans n'importe quelle reaction, le terme negatif du numerateur devient significatif 
uniquement si la reaction est significativement reversible. Cependant, l'inhibition 
par le produit est manifeste dans de nombreuses reactions qui sont essentiellement 
irreversibles, comme dans l'exemple classique de l'hydrolyse du sucrose catalysee 
par l'invertase. Ce phenomene indique que le produit doit etre capable de se fixer 
sur l'enzyme et est compatible avec le mecanisme le plus simple a deux etapes 
uniquement si la premiere etape est irreversible et que la seconde ne Test pas. Cette 
situation semble particulierement improbable, du moins comme un phenomene 
general. D'un autre cote, le mecanisme a trois etapes predit que l'inhibition par le 
produit peut avoir lieu dans une reaction irreversible si la seconde etape, c'est-a- 
dire la transformation chimique, est irreversible. Dans un tel cas, l'accumulation du 
produit provoque la sequestration de l'enzyme sous la forme du complexe EP qui 
n'est done plus disponible pour reagir avec le substrat. Pour une reaction 
irreversible, l'equation [3.81] peut s'ecrire comme suit : 

= k A [EJ [AJ = kpfEJofAJ 

Si la reaction est irreversible, K mP peut etre legitimement remplace par K P , e'est- 
a-dire par une constante d'equilibre, parce que si k_ 2 a une valeur approximative- 
ment egale a zero, elle est negligeable vis-a-vis du terme (k_ 1 + k 2 ). Comme nous 
le verrons dans le § 5.2.1, l'equation [3.105] a exactement la forme du type le plus 
commun d'inhibition qui est appele inhibition competitive. 

Bien evidemment l'effet du produit ajoute devrait etre exactement le meme que 
celui du produit qui s'accumule au cours de la reaction, et done il est possible de 
mesurer des vitesses initiales en presence de differentes concentrations de produit. 
Pour chaque concentration de produit, la vitesse initiale pour differentes concen- 
trations de substrat obeit a l'equation de Michaelis et Menten, mais avec des 
valeurs apparentes k et K m A donnees par k^ pp = k ctKZ = K mA [l + ([Pj/K P )] 

(comparer l'equation [3.105] avec l'equation [3.35]). Ainsi k^ pp est constant et egal 
a la valeur de k de la reaction en absence d'inhibition, mais K app A est plus grand 
que K mA et augmente lineairement avec [PJ. 



CINETIQUE ENZYMATIQUE 



Les premieres etudes approfondies de l'inhibition par le produit ont ete realisees 
par Michaelis et Rona (1914) sur la maltase et par Michaelis et Pechstein 
(1914) sur l'invertase, bien que celles-ci aient ete precedees par les etudes de 
HENRI (1903) qui avait deja derive une equation equivalente a l'equation [3.105] 
(equation [3.1]). Avec certains produits, tel que le fructose, ces auteurs ont observe 
une inhibition competitive de l'invertase, mais avec d'autres produits, tel que le 
glucose, le comportement est plus complexe. Ainsi, puisqu'il existe de nombreuses 
substances en plus du produit qui sont capables d'inhiber l'enzyme, il est clair 
qu'une theorie plus complete est necessaire. Celle-ci sera developpee dans les 
chapitres suivants (en particulier dans le chapitre 5). 



3.5. Integration des equations de vitesse 
pour le5 reactions enzymatique5 

3.3.1. Equation de Michaelis et Menten sans inhibition par le produit 

Comme nous en avons discute au debut de ce chapitre, les premiers chercheurs qui 
ont etudie la cinetique enzymatique se sont heurtes a plusieurs difficultes parce 
qu'ils suivaient la reaction sur des temps trop longs et analysaient leurs donnees en 
utilisant des equations integrees de vitesse similaires a celles communement uti- 
lisees en cinetique chimique. Ces difficultes ont ete eliminees lorsque MICHAELIS 
et MENTEN (1913) ont montre que les enzymes pouvaient etre etudies plus 
simplement en mesurant des vitesses initiales, c'est-a-dire dans des conditions ou 
l'accumulation du produit et la disparition du substrat n'ont aucun effet. Une 
consequence malheureuse de ces premiers developpements est que les biochimistes 
sont devenus reticents a utiliser les equations integrees de vitesse, meme quand 
elles pouvaient etre utilisees de maniere appropriee. II n'est pas toujours possible 
de realiser une experience dans des conditions d'etat stationnaire dans laquelle la 
courbe d'avancement de la reaction (c'est-a-dire le graphique de [P] en fonction 
du temps, t) soit essentiellement lineaire pendant une periode de temps appreciable, 
et, dans ces cas, l'estimation de la pente initiale et done de la vitesse initiale, est 
subjective et susceptible d'etre erronee. Une grande partie de cette subjectivite peut 
etre eliminee en utilisant une forme integree de l'equation de vitesse, comme nous 
allons le decrire. 

Si l'equation de MICHAELIS et MENTEN est ecrite sous la forme suivante (voir 
equation [3.36]), 

dfPJ _ V[A] 



dt K m + [ A] 



[3.106] 



nous avons une equation a trois variables, [PJ, t et [A] . Dans cette forme, elle ne 
peut pas etre integree directement, mais une des trois variables peut etre eliminee 
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en utilisant la relation stoechiometrique [AJ + [PJ = [AJ - Nous obtenons alors 
l'equation suivante : 

d[P] = V ([ Ah -[PI) 
dt K m +([AJ -[PJ) 

qui peut etre integree en segreguant les deux variables dans les deux parties de 
l'equation : 

'(K m +[A] -[P])d[P] 



[AJo-fPJ 



= jVdt [3.108] 



La partie gauche de cette equation n'est pas immediatement assimilable a une 
integrate simple, mais en la separant en deux termes, nous obtenons : 

K m d[P] + c d[p j = ! Vd{ [3.109] 
[AJo-fPJ 1 J 

desquels le premier a une forme standard que nous avons deja utilisee a plusieurs 
reprises dans ce manuel (par exemple dans le § 1.2): 

r K : 7 df ^l 7 = -K m \n([Ak-[P]) [3.110] 

et le second est trivial. Nous obtenons alors la forme integree suivante : 

-K m ln([AJ -[PJ) + fPJ = Vt + a [3.111] 

ou a est une constante d' integration qui peut etre evaluee dans la condition limite 
de [P] = quand t = 0, c'est-a-dire que a = -K m ln[A] . En substituant cette 
valeur de a dans l'equation [3.111] et en rearrangeant, nous obtenons : 

Vt = [P]+K m \A — I [3.112] 

3.8.2. Inhibition par ie produit 

Bien que l'equation [3.112] soit une forme integree de l'equation de MlCHAELIS et 
MENTEN (equation [3.106]), l'utilisation pratique de cette equation peut generer 
des erreurs importantes sur les valeurs des parametres cinetiques, si certaines 
precautions ne sont pas prises. En effet, puisqu'il ne s'agit pas de mesures realisees 
dans des conditions de vitesse initiale, 1' inhibition par le produit ne peut plus etre 
negligee, puisque, quelle que soit la concentration initiale du produit, celui-ci 
s'accumule au cours de la reaction. Dans le cas le plus simple, nous devons 
remplacer l'equation [3.107] par l'equation qui tient compte d'une possible 
inhibition competitive par le produit P qui est caracterisee par la constante 
d' inhibition K P : 

dm = yg^-[pj) [3 113] 

dt K m \l + ^) + [AJ -[PJ 
V k p ) 
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Cette equation a une forme algebrique similaire a l'equation [3.107], ce qui a deux 
consequences importantes : premierement, il est impossible de determiner a partir 
de donnees experimentales en accord avec l'equation [3.112] si l'equation [3.107] 
est le point de depart correct plutot que l'equation [3.113] ; deuxiemement, la 
meme logique qui a permis d'integrer l'equation [3.107] peut etre utilisee pour 
integrer l'equation [3.113]. L'equation obtenue de cette maniere est la suivante : 



Vt _ r PU K^ + ([AhlK P )\ 

l-(K m /K P ) \-(K m /K P ) 



[Ah 



[Ah-[P] 



[3.114] 



Dans ses etudes de l'invertase, Henri (1903) avait obtenu une equation equivalente 
(voir equation [3.1]). L'equation [3.114] a exactement la meme forme que 
l'equation [3.112] et peut aussi s'ecrire de la maniere suivante : 

' [Ah 



V a P p t = fpj + K a m p " In 



[Ah-[P] 



[3.115] 



avec V app = —, [3.116] 

\-(KjK P ) 

Kapp _ K m [l + ([Ah/K P )} 

c'est-a-dire que l'equation [3.112] a ete ecrite en remplacant respectivement 
V et K m par les valeurs apparentes V app et K app , Notons que le denominateur 
\-( K m /K P ) est commun aux deux expressions [3.116] et [3.117] indiquant que 
les valeurs apparentes peuvent differer de maniere importante des valeurs reelles 
des parametres de Michaelis et Menten, sauf si la fixation du produit peut etre 
negligee. Neanmoins, les valeurs des parametres apparents peuvent etre negatives 
si le produit se fixe plus fermement que le substrat (c'est-a-dire si la valeur de K P 
est inferieure a la valeur de K m ). Pour apprecier ce que signifie de « negliger la 
fixation du produit » dans ce contexte, nous pouvons imaginer que nous souhaitons 
analyser un decours complet de reaction en utilisant [AJ = 2K m et que nous 
desirons que la valeur de K app ne differe pas de celle de K m de plus de 5%. En 
remplacant de maniere adequate les termes de l'equation [3.117] nous obtenons 
que K m doit etre au maximum egale a 0,03 K P , c'est-a-dire que le substrat doit se 
fixer au moins 33 fois plus fermement sur l'enzyme que le produit. Cette situation 
n'est pas impossible, neanmoins, elle est suffisamment improbable pour autoriser 
l'utilisation de l'equation [3.112] sans aucune precaution. 



3.3.3. Meeuree precieee dee v\teeeee initialee 

En depit des complications discutees ci-dessus, les mesures de V pp et de K app 
peuvent s'averer tres utiles si nous considerons leur veritable valeur, non comme 
des mesures directes de V et de K m mais comme moyen de calculer des valeurs tres 
precises de la vitesse initiale en les inserant dans l'equation suivante : 
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v = l^lAh_ [3 . 118] 

Cette equation decoule de l'equation [3.115] par differenciation, sans egard pour la 
signification de V app et de K a m pp . 

En rearrangeant l'equation [3.115], nous obtenons : 



1 



In 



[Ah V 



[AJo-[PJ 



[P] 



In 



[Ah 



[Ah- [PI 



+ £tnL_ [3.H9] 

yapp 



qui montre qu'un graphique de ; — en fonction de 

^{[Ahl([Ah-[P])j 

r— ^ a la forme d'une droite dont la pente est egale a l/v app et 

\n{[Ahl([Ah-[P])} 

l'ordonnee a l'origine est egale a K app /v app . Les parametres V app et K a m pp peuvent 
facilement etre determines a partir de ce graphique et v peut etre calcule a partir de 
ces valeurs en utilisant l'equation [3.118]. Neanmoins, la valeur de v peut 
egalement etre obtenue directement sans passer par la determination de V pp et de 
K app , par une simple extrapolation de la droite : le rearrangement de l'equation 
[3.118], sous la forme de l'equation [3.56], indique que le point ([AJ ,[AJ /v) 
doit se trouver sur une droite de pente egale a l/v app et dont l'ordonnee a l'origine 
est egale a K app jv app , c'est-a-dire sur la meme droite que celle tracee a partir de 
l'equation [3.119]. Cela signifie que si cette droite est extrapolee jusqu'au point ou 
f P 1 

r — = [A /a la valeur de l'ordonnee doit etre egale a [Ah /v. 

\n{[Ah/([AJ -[PJ)} 

L'ensemble de ce processus est illustre dans la figure 3.18. Le point extrapole peut 
etre traite comme un point ordinaire sur un graphique de [AJ /v en fonction de 
[AJ (voir figure 3.11), et si plusieurs points sont obtenus a partir de plusieurs 
decours complets realises a differentes valeurs de [AJ , les valeurs de V et de K m 
peuvent etre determinees comme nous l'avons decrit precedemment (§ 3.5.2). Cette 
procedure, introduite par JENNINGS et NIEMANN (1955), peut apparaitre comme 
une facon laborieuse et inutile de generer un graphique de [A J / v en fonction de 
[AJ , mais elle fournit en realite des valeurs de [A J / v beaucoup plus precises 
que n'importe quelle autre methode, et done en consequence permet d'obtenir des 
valeurs plus precises des parametres cinetiques. L' extrapolation requise est tres 
courte et elle peut etre realisee de maniere plus precise et moins subjective que 
l'estimation de la tangente a une courbe extrapolee au temps zero. Une etude de 
variants de la subtilisine dans laquelle cette approche a ete utilisee de maniere 
satisfaisante est presentee par Brode et al. (1996). 
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t 


O Points provenant d'un decours complet 




ln{[A] /([A] -[P])} 


* Points obtenus par extrapolation lineaire des points 
experimentaux jusqu'a une valeur d'abscisse egale a [AJ 


K m a PP/V a PP 




Pente = \IV a PP -^y-o-^ 6 ^^ 
^. — — — "l^^ 

oooo££>* 




KJV^ 


aSP* Pente = 11 v 





[A] 



[P] 



\n{[AJ /([AJ -[PJ)} 



3.13 - Determination dee parametres cinetiques 
a partir des decours compiets de reaction 



Les vaieurs 



; sont portees en araphique pour plusieurs 

ln{[A] /([A] -[P])} 

concentrations initiaiee de eubetrat [A] lorsque le temps auqmente en fonction de 
[P] 

; et chaque eneembie de teie points (o) est extrapole vers une 

MWo I (Wo -[?])} ' 

vaieur d'abscisse eqale a [A] pour donner des points (-k) qui se iocaiisent sur une droite 
de pente VV avec des intersections avec I'axe des abscisses et celui des ordonnees qui 
donnent respectivement ies vaieurs de - K m et de K m IV. 

Une methode plus simple, necessitant seulement des calculs triviaux (sans loga- 
rithme), peut etre obtenue en utilisant une approximation du terme logarithmique. 
Pour introduire celle-ci, il est utile de demarrer avec l'equation integree de vitesse 
pour une reaction simple d'ordre un (equation [1.8]) et de noter qu'elle peut 
s'ecrire de la maniere suivante : 



\n[\-([P]l[Ah)\ = -kt 



(3.120) 



ou [P ] represente la concentration du produit au temps t, k la constante de premier 
ordre et [AJq la concentration du reactif au depart. Pour des petites vaieurs d'une 
grandeur x, l'expression 2x /(2 + x) est une excellente approximation de ln( 1 + x) , 
correspondant a des erreurs inferieures a 0, 1 % et a 1 % pour des vaieurs de x res- 
pectivement inferieures a 0,1 et 0,41. Ainsi, jusqu'a 40% de la reaction, l'equation 
[3.120] peut s'ecrire de la maniere suivante avec une precision superieure a 1% : 

(2[P]/[A] ) 



2-([P]/[A] ) 



= kt 



[3.121] 
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L'equation peut etre rearrangee comme suit : 

fli = k[AJo _k£ll [3 . 122 ] 

L'equation [3.122] montre qu'un graphique de [Pj/t en fonction de [PJ donne 
une droite dont l'ordonnee a l'origine vaut k[AJ , qui correspond a la vitesse 
initiale. BOEKER (1982) a montre que l'ordonnee a l'origine fournit la valeur de la 
vitesse initiale de maniere plus generale que dans le cas des cinetiques de premier 
ordre, quand par exemple [P ] au temps zero est differente de zero ou quand il y a 
moins de 100% de conversion a completion de la reaction, a condition que 
l'augmentation de [P ] soit portee en graphique, c'est-a-dire que ([P ]-[P]o)/t 
soit utilisee comme la variable dependante et non [Pj/t. Plus important encore 
pour la cinetique enzymatique, elle a realise que bien que cette theorie ne 
s'applique pas aussi simplement aux reactions enzymatiques, il n'existe pas de 
difference dans la pratique parce que la deviation par rapport aux predictions est 
normalement trop faible pour etre detectee. 

En appliquant la meme approximation a l'equation [3.112], nous obtenons l'equa- 
tion suivante : 

[PJ = V[A] VfPJ | [PJ 2 

t K m +[AJ 2(K m +[A] ) 2(K m +[AJ )t 

A cause du troisieme terme de la partie droite, cette equation ne defmit plus une 
droite, mais deux points importants doivent etre consideres. Premierement, ce 
troisieme terme est nul au debut de la reaction, de sorte qu'il n'a aucun effet sur 
l'ordonnee a l'origine qui represente toujours la vitesse initiale de la reaction. 
Deuxiemement, il est en general suffisamment petit pour ne produire qu'une 
deviation triviale de la linearite dans la premiere partie de la reaction, et en conse- 
quence n'a qu'un effet limite sur l'utilisation du graphique de [P j/t en fonction 
de [P ] pour determiner la vitesse initiale. 

Un decours complet publie par SCH0NHEYDER (1952) fournit un excellent exemple 
pour tester cette methode (ou n'importe quelle autre) d' estimation de la vitesse 
initiale, puisqu'il consiste en 25 mesures couvrant la gamme de 2,5% a 98% de 
completion de la reaction. Le graphique de Boeker pour cet exemple est illustre 
dans la figure 3.19, avec le decours complet original presente dans l'encart. Notons 
que dans 1' exemple de la figure 3.19, le graphique de Boeker est lineaire pendant 
les 15 premieres minutes, correspondant a environ 40% de la reaction. Notons 
egalement que bien que les erreurs systematiques tendent vers zero lorsque le 
temps tend vers zero, il n'en est pas de meme pour les erreurs aleatoires, parce que, 
a la limite de t = 0, la valeur de [P j/t est egale a 0/0 dont la valeur est indefmie. 

La consequence pratique est que nous devons tracer la droite a l'oeil en attribuant peu 
d'importance a la dispersion des points correspondant aux temps les plus courts. Si 
nous appliquons na'ivement une regression lineaire de maniere a obtenir la 
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« meilleure » droite, il est probable que nous obtenions une droite qui est loin d'etre la 
meilleure parce qu'elle sera excessivement influencee par les points les moins precis. 




de la reaction sont sujets a des erreurs 
systematiques plus importantes 

I i i i i i i l 

o 20 40 60 ?(min) 

3.19 - Determination precise dee viteeeee initiaiee par ia methode de Boeker 

La valeur de [P]/t extrapolee a [P] = fournit une valeur de \a vitesse Initiate. II est 
important de noter que les erreurs aleatoires deviennent tres importantes a proximite des 
axes, de sorte que I 'extrapolation doit etre realisee a I'osil et non par une regression 
lineaire. L'insert montre I'ensemble du decours complet de la reaction : notons que celui-ci 
est courbe sur I'ensemble de la reaction et ne presente done aucune indication de 
I'existence d'une « phase lineaire » initiate. 

5.3.4. Les decours complets dans d'autres cas 

Dans le developpement initial des methodes d'integration des equations de vitesse 
et d'analyse des decours complets, chaque mecanisme etait traite comme un cas 
special ; bien que de nombreux cas aient ete analyses, incluant des reactions 
sujettes a une inhibition competitive par le produit (HENRI, 1903 ; HUANG et 
Niemann, 1951 ; Schonheyder, 1952) et des reactions reversibles (Laidler et 
BUNTING, 1973), ceux-ci ne s'integraient pas de maniere evidente dans un schema 
general. Plus tard, Boeker (1984, 1985) a developpe une approche systematique 
dans laquelle de nombreux mecanismes importants pour l'etude des enzymes 
peuvent etre manipules de la meme maniere. A ce moment, cependant, les 
methodes moins efficaces de vitesse initiale pour 1' analyse des memes mecanismes 
etaient devenues tellement populaires que son travail n'a pas eu l'impact qu'il 
meritait. Un exemple d'application peut etre trouve dans l'etude de variants de 
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l'aspartate aminotransferase (Schiller, Holmes et Boeker, 1996). Plus 
recemment, le principal travail d'analyse des decours complets de reactions 
catalysees par des enzymes a ete realise par Duggleby et ses collaborateurs 
(DUGGLEBY, 1995 ; GOUDAR, SONNAD et DUGGELBY, 1999) et son recent article 
(DUGGLEBY, 2001) sur le sujet devrait etre consulte pour plus d' information. 



PR05LEME5 

3.1 - Pour un enzyme obeissant a I'equation de Michaelis et Menten, calculer 

a - la concentration de substrat pour laquelle v = 0,1 V, 
b - la concentration de substrat pour laquelle v = 0,9 V, 
c - le rapport entre les deux. 

3.2 - A I'epoque de Victor Henri, il n'etait pas deraisonnable de penser qu'un 

enzyme agissait uniquement par sa simple presence, c'est-a-dire sans 
necessairement se combiner avec le substrat. Deriver une equation de 
vitesse pour le mecanisme ci-dessous, dans laquelle EA est forme mais 
ne se trouve pas sur le chemin reactionnel allant de A a P, et montrer 
que ce mecanisme conduit a une equation de vitesse qui a la meme 
forme que I'equation de Michaelis et Menten. Quelles sont les definitions 
de V et de K,„ en termes de K et de k ? 



EA 
K 



3.20 - Mecanisme de catalyse n"\mpiic\uant pas la 
formation d'un complete enzyme-substrat, tel qu'il 
avait ete suggere par Victor Henri comme une 

alternative au type habituei de mecanisme E + A — *~ E + P 

3.3 - Un test d'activite pour un enzyme doit etre mis au point afin que la 
vitesse initiale mesuree soit insensible aux petites erreurs commises sur 
la concentration de substrat. Quelle doit etre la grandeur de [A]/K m 
pour qu'une erreur de 10% sur la concentration de substrat, [A], se 
traduise par une erreur inferieure a 1% sur la valeur de v ? (supposer que 
I'equation de Michaelis et Menten est respectee). 

3.4 - Dans une etude de la fumarase du cceur de pore, les parametres cine- 
tiques suivants ont ete obtenus pour la reaction directe : V„, = 1,7 mM, 
V= 0,25 mM" 1 s"\ et F„, = 3,8mM, V= 0,1 1 mM" 1 s" 1 pour la reaction in- 
verse. Estimer la constante d'equilibre pour la reaction entre le fuma 
rate et le malate. Pour un echantillon de fumarase provenant d'une 
autre source, les parametres cinetiques suivants ont ete obtenus : 
4=1,6mM, V= 0,024 mM" 1 s" 1 pour la reaction directe et K m = '\ l 2mM, 
V- 0,012 mM"'s"' pour la reaction inverse. Commenter la plausibilite de 
ces resultats. 
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5.5 - Le tableau ci-dessous donne les valeurs des concentrations de produit, 
[P] , (en mM) a differents temps (en min) pour 5 valeurs differentes de la 
concentration initiale de substrat, f A J (en mM). Estimer la vitesse 
initiale pour chaque concentration de substrat a partir des graphiques de 
[P] en fonction de t. Ensuite, estimer K m et V m , en supposant que la 
vitesse initiale est donnee par I'equation de Michaelis et Menten. 



T 


[A] = 1 


[Ah = 2 


[Ah = 5 


[A] =10 


[Ah- 


1 


0,095 


0,18 


0,37 


0,56 


0,76 


2 


0,185 


0,34 


0,71 


1,08 


1,50 


3 


0,260 


0,49 


1,01 


1,57 


2,20 


4 


0,330 


0,62 


1,29 


2,04 


2,88 


5 


0,395 


0,74 


1,56 


2,57 


3,50 


6 


0,450 


0,85 


1,80 


2,87 


4,12 


7 


0,505 


0,95 


2,02 


3,23 


4,66 


8 


0,555 


1,04 


2,22 


3,59 


5,24 


9 


0,595 


1,12 


2,40 


3,92 


5,74 


10 


0,630 


1,20 


2,58 


4,22 


6,24 



3.6 - Si une reaction est sujette a une inhibition par le produit en accord avec 
I'equation [3.105], la courbe d'evolution de la reaction obeit a une 
equation de la forme suivante : 

K[E] t = ^-^-j([AJ -[Aj)+K mA 

ou [A] est la valeur de [A] quand 7 = et les autres symboles ont la 
meme definition que dans I' equation [3.105]. 

a-Montrer que I'equation [3.105] est la forme differentielle de cette 
equation. 

b- Comparer I'equation avec I'equation [3.115] et ecrire les expressions 
pour V ap " et K"™ (comme definies dans I'equation [3.115]). 

c-Dans quelles conditions V app et K app prendront-elles des valeurs 
negatives ? 

3.7- Atassi et Manshouri (1993) ont rapporte que des peptides synthetiques 
(ou « pepzymes »), symbolises par ChPepZ et TrPepZ, catalysaient 
I'hydrolyse du N-benzoyl-L-tyrosine ethyle ester et du N-tosyl-L-arginine 
methyle ester avec des constantes cinetiques comparables a celles 
respectivement de la chymotrypsine et de la trypsine, comme I'indique 
le tableau ci-apres : 



[Ah 

r a 7 
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Substrat 3 


Catalyseur 


K m (mM) 


h (s- 1 ) 


N-benzoyl-L-tyrosine ethyle ester 


ChPepZ 


1,11 


147 




a-Chymotrypsine 


1,07 


185 


N-tosyl-L-arginine methyle ester 


TrPepZ 


2,42 


85 




Trypsine 


2,56 


221 



De quelle maniere ces resultats supportent-ils l'affirmation que, claire- 
ment, les pepzymes devraient avoir un impact enorme en biologie, en 
medecine, dans I'industrie et pour d'autres applications ? 



3.& -Trois isoenzymes catalysant la meme reaction avec des valeurs de K m de 
0,04, 0,2 et 5 mM ont ete decouverts dans un extrait cellulaire. Leurs 
valeurs de V sont respectivement egales a 0,7, 1,2 et 0,8 (unites 
arbitraires). Comment cette information peut-elle etre presentee dans un 
graphique couvrant une gamme de substrat allant de 0,01 a 20 mM ? 



3. L'exactitude factuelle de I 'information presentee dans le tableau a ete remise en 
question (Corey et Philips, 1994 ; Wells et al., 1994). Neanmoins, bien que ces 
publications poussent a considerer les resultats d'Atassi et Manshouri avec un 
scepticisme certain, el les n'affectent pas la question posee dans I'exercice, a 
laquelle II est possible de repondre en supposant que les resultats sont corrects. 
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Avant d'entamer ce chapitre dans lequel nous discutons de plusieurs aspects 
pratiques a considerer lors de la realisation de mesures cinetiques, il faut noter que 
la generalisation de l'utilisation de micro-ordinateurs dans les laboratoires a la fin 
des annees 1980 a modifie considerablement les pratiques de l'etude cinetique. 
Le calcul assiste par ordinateur permet, entre autres, de traiter plus rapidement les 
donnees brutes et permet de realiser des ajustements de parametres avec des 
equations lineaires ou non-lineaires. Alors que l'ajustement manuel du decours 
complet d'une reaction sur 1' equation integree de MlCHAELIS et MENTEN est 
quasiment impossible, cette procedure peut etre realisee aussi facilement qu'une 
regression lineaire avec l'aide d'un ordinateur. Cette evolution des methodes 
d'analyse permet d'utiliser des approches experimentales qui avaient ete negligees 
a cause de leurs difficultes d' application. 

4.1. ME5URE DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE 
4.1.1. Methodes continues et discontinues de mesure 

La caracterisation des systemes enzymatiques repose sur la mesure de l'activite 
enzymatique et done sur l'existence d'une methode experimental permettant de 
suivre revolution de la reaction au cours du temps. Quelle que soit la methode 
analytique choisie, elle doit permettre de distinguer les substrats des produits et de 
mesurer leur concentration de maniere quantitative. Parmi les methodes de mesure 
utilisees, on distingue les methodes continues et les methodes discontinues. Dans 
une methode discontinue, des echantillons sont preleves du melange reactionnel a 
intervalles successifs et sont analyses independamment afin de suivre l'avancement 
de la reaction. Lorsque cela est possible, il est toujours preferable neanmoins d'uti- 
liser une methode continue de mesure dans laquelle l'avancement de la reaction 
peut etre suivi en continu avec un appareil de mesure automatique. Par exemple, 
pour les reactions qui s'accompagnent d'un changement d'absorbance a une 
longueur d'onde facilement mesurable, la cinetique peut etre suivie a l'aide d'un 
spectrophotometre (JOHN, 2002). Ainsi, de nombreuses reactions biochimiques 
impliquant la conversion entre le NAD ol et le NAD red peuvent etre aisement suivies 
en mesurant la variation d'absorbance a 340 nm. Dans les cas ou une methode 
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spectroscopique n'est pas utilisable, d'autres alternatives existent qui permettent 
egalement de suivre la reaction en continu. Par exemple, il est parfois possible de 
coupler la reaction etudiee avec une reaction facilement mesurable, comme nous en 
discuterons au § 4.1.4. On parlera dans ce cas de « systemes couples ». D'autres 
methodes analytiques permettent egalement une mesure en continu. Par exemple, 
parmi les reactions qui n'impliquent aucune variation de proprietes spectrosco- 
piques aisement mesurable, nombreuses sont celles qui s'accompagnent de la 
liberation ou de la fixation de protons. Ces reactions peuvent etre suivies dans des 
solutions non-tamponnees a l'aide d'un « pH-stsA », un instrument qui ajoute 
automatiquement une base ou un acide pour maintenir constant le pH de la solution 
(BROCKLEHURST, 2002). Si la stoechiometrie de la reaction est connue, un enre- 
gistrement de la quantite ajoutee de base ou d'acide fournit egalement une mesure 
continue de l'avancement de la reaction. 

4.1.2. Estimation de ia viteeee initiate 

La mesure de la vitesse initiale d'une reaction peut poser de serieux problemes 
pratiques. Idealement, il est souhaitable de disposer de conditions dans lesquelles la 
courbe d'avancement de la reaction est quasiment lineaire pendant la periode de 
mesure, mais en theorie, une telle situation n'existe pas. Quel que soit le meca- 
nisme de la reaction, la vitesse de la reaction varie au cours du temps (habituelle- 
ment elle decroit) pour diverses raisons, que ce soit parce que le substrat est 
consomme, parce que les produits qui s'accumulent inhibent la reaction ou parce 
que l'enzyme perd progressivement son activite. Un exemple simple est presente 
dans le § 3.6 et quelques cas plus complexes, mais aussi plus realistes, sont 
discutes dans l'article de CORNISH-BOWDEN (1975). En pratique, toutefois, si 
l'avancement de la reaction est mesure pour une variation inferieure a 1% de la 
variation totale, la courbe d'avancement de la reaction n'est pas distinguable d'une 
droite. Cette situation est cependant moins courante que ne le laisse supposer la 
litterature et de nombreux experimentateurs refusent d'admettre les difficultes 
inherentes a la mesure precise de la tangente a une courbe. Nombreux sont ceux 
qui preferent se persuader que leur courbes d'avancement sont biphasiques, avec 
une partie initiale lineaire (qu'ils utilisent pour leur mesure) suivie d'une partie ou 
la vitesse est decroissante. Cette pratique conduit presque toujours a une sous- 
estimation de la veritable vitesse initiale, pour des raisons qui apparaissent 
clairement si Ton examine la figure 4.1. Meme si la droite est contrainte a passer 
par l'origine, la mesure tendra a sous-estimer la pente reelle (bien que de maniere 
moins exageree que dans la figure 4.1) si les quelques premiers points sont traites 
comme une droite. 

Pour eviter ce probleme, il est essentiel de bien le connaitre et de se rappeler que 
Ton essaie de mesurer la vitesse initiale et non la vitesse moyenne durant les 
quelques premieres minutes de la reaction, parce que c'est la vitesse initiale qui est 
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utilisee dans 1' equation de vitesse. Des lors, il faut tracer la tangente a la courbe au 
temps zero et non la corde. Bien entendu, le recours a ces raffinements dans la 
mesure de la vitesse initiale depend de la precision souhaitee pour la mesure. Dans 
le cas ou la mesure est utilisee pour suivre les progres de la purification d'un 
enzyme, il n'est pas necessaire d'obtenir une valeur extremement precise de la 
vitesse initiale. Par contre, lors de l'etude cinetique de l'enzyme purifie, il est 
souhaitable d'obtenir une mesure plus precise qu'en tracant a la main la tangente 
au temps initial. Dans ces cas, une maniere d'obtenir une mesure precise de la 
vitesse initiale repose sur l'utilisation de l'equation integree (voir § 2.8). 



Produit forme 
(unites arbitraires) 




2 4 6 8 

Temps (unites arbitraires) 



4.1 - Problemee Wee a I'eetimation de la viteeee initiale 

La droite continue passant par I'oriqine montre la vraie tanqente initiale, qui a une pente 
superieure de plus de 50% a la droite en pointilles qui a ete dessinee en traitant les cinq 
premieres valeurs experimentales comme si elles faisalent partle d'une phase « lineaire » 
hypothetique. En realite, il n'y a pas de phase lineaire et devolution de la reaction est 
courbe sur la totallte de la qamme de temps. 

4.1.3. Amelioration de la Unearite d'un decoure de reaction 

Puisque la vitesse d'une reaction catalysee par un enzyme est directement propor- 
tionnelle a la concentration de cet enzyme, une propriete qui est facilement veri- 
fiable experimentalement, il est impossible de modifier la courbure d'un graphique 
d'avancement en modifiant la concentration de l'enzyme : il est uniquement 
possible de modifier l'echelle de temps sur laquelle se deroule la reaction et tout 
autre changement apparent de la courbure n'est qu'illusion. En effet, cette propriete 
est la base du test de l'inactivation de l'enzyme decrit dans le § 4.2. En pratique, il 
est parfois avantageux de diminuer la concentration d'enzyme afin de diminuer la 
quantite de produit forme durant la periode entre le melange des reactifs et le 
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moment auquel debute l'observation de la reaction (temps mort de la methode), 
c'est-a-dire de reduire la fraction de la reaction qui n'est pas directement 
observable. 

Par contre, il est possible d'ameliorer la linearite de la courbe d'avancement de la 
reaction en augmentant la concentration de substrat, a condition que les produits ne 
se Kent pas plus fortement que les substrats a l'enzyme (comme c'est souvent le 
cas, par exemple, avec les reactions dans lesquelles le NAD ox est converti en 
NAD rerf ). Pour illustrer l'effet de la concentration de substrat, nous considererons le 
cas le plus simple, celui d'une reaction qui obeit a 1 'equation de MlCHAELIS et 
MENTEN et n'est sensible ni a une inhibition par le produit de la reaction ni a un 
ralentissement cause par un phenomene autre que la disparition du substrat. Dans 
ce cas, la forme integree de l'equation de Michaelis et Menten (c'est-a-dire 
l'equation [2.56], avec V app = V et K app = K m ) decrit la courbe d'avancement de la 
reaction. Si la concentration initiale de substrat f A J est egale a 5 K m , la vitesse 
initiale v est egale a 0,83 V et est largement insensible a une legere erreur dans la 
concentration de substrat [A] . Meme si la valeur de [A] est augmentee jusqu'a 
10 K m , v augmente seulement de 9%, jusqu'a 0,92 V. A priori, ces considerations 
suggerent que l'augmentation de la concentration de substrat n'apporte aucune 
amelioration appreciable a la mesure, en depit du fait qu'elle coute plus chere, 
puisqu'elle necessite une plus grande quantite de substrat. Cependant un calcul 
simple utilisant l'equation [2.56] montre que si [A] = 5 K m , le temps necessaire 
pour que la vitesse diminue de 1% est de 0,34 KJV, alors que si [AJ = lOK m le 
temps necessaire pour obtenir le meme ralentissement est de 1,11 KJV, c'est-a- 
dire un temps 3 fois plus long. Ainsi, une augmentation de la concentration initiale 
de substrat etend la zone « lineaire ». En pratique ce calcul est une simplification, 
parce que quasiment toutes les reactions catalysees par des enzymes sont sujettes a 
une inhibition par le produit, mais le principe continue a s'appliquer qualitative- 
ment meme si les produits se fixent plus fortement sur l'enzyme que les substrats. 

Une seconde raison d'utiliser une concentration de substrat aussi elevee que 
possible dans un test enzymatique, dans les limites permises par le cout, la 
solubilite et 1' inhibition par le produit, est que cette pratique minimise la sensibilite 
du test aux erreurs commises sur la concentration du substrat, non seulement au 
cours de la reaction comme nous venons d'en discuter, mais aussi d'une experience 
a l'autre. Dans le cas ou [A] =0, \ K m , par exemple, les solutions devraient etre 
preparees avec infmiment de precision, car une erreur de 10% commise sur la 
concentration de substrat (fAJ ) se traduit par une erreur d'environ 10% sur la 
valeur mesuree de la vitesse ; inversement, dans le cas ou [A] = 10 K m , une 
precision moindre serait exigee dans la preparation des solutions, puisqu'une erreur 
de 10% commise sur [ A J se traduit par une erreur inferieure a 1% sur la mesure 
de la vitesse. Si des precautions sont prises pour augmenter la linearite de la courbe 
d'avancement de la reaction, il est toujours recommande d'observer la reaction 
suffisamment longtemps pour que la courbure devienne visible. Meme si ces 
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derniers moments de la reaction ne sont pas utilises dans la determination de la 
vitesse, leur presence dans la courbe reduira la probabilite d'erreur due au 
traitement d'une partie de la courbe comme si elle etait lineaire, c'est-a-dire que 
cela permettra de reduire la probabilite d'une erreur similaire a celle presentee dans 
la figure 4.1. 

4.1.4. Les systemes couples 

Lorsque la reaction etudiee ne donne pas lieu a un signal spectroscopique facile- 
ment mesurable, il est parfois possible de suivre la reaction de maniere indirecte en 
la « couplant » a une autre reaction. Considerons, par exemple, la reaction de 
transfert d'un groupe phosphate a partir de l'ATP vers le glucose, catalysee par 
l'hexokinase : 

Glucose + ATP — >- Glucose 6-phosphate + ADP [4.1] 

Cette reaction ne s'accompagne d'aucun changement spectral utilisable, mais elle 
peut etre suivie par spectrophotometrie, en la couplant a la reaction catalysee par la 
glucose 6-phosphate dehydrogenase : 

Glucose 6-phosphate + NADP ov — >- 6-phosphogluconate + NADP rK/ [4.2] 

Si l'activite de l'enzyme couplee est suffisamment elevee pour que le glucose 
6-phosphate soit oxyde aussi vite qu'il se forme, la conversion du NAD ov en 
NAD,. a/ , enregistree a l'aide d'un spectrophotometre, se deroulera exactement a la 
meme vitesse que la premiere reaction. Les conditions necessaires pour que le 
systeme couple soit utilisable, peuvent etre exprimees dans des termes simples 
mais generaux en utilisant le schema suivant : 

V] v 2 
A — ^ B — ^ C [4.3] 

[A] [BJ [CJ 

dans lequel la conversion de A en B a la vitesse v, est la reaction etudiee, et la 
conversion de B en C est la reaction couplee qui se deroule a la vitesse v 2 et qui 
peut facilement etre suivie experimentalement. Evidement les mesures de v 2 fourni- 
ront une information precise sur la valeur initiale de la vitesse v, uniquement si un 
etat stationnaire pour la concentration de B est atteint avant que v, ne commence a 
diminuer perceptiblement par rapport a sa valeur initiale. La plupart des traitements 
de ce systeme (par exemple celui de Mc Clure, 1 969) supposent que v 2 ait une 
dependance du premier ordre vis-a-vis de [BJ, bien que cette condition soit 
irrealiste, ne soit pas necessaire et puisse meme conduire a un gaspillage de 
materiel. Puisque la reaction couplee est generalement catalysee par un enzyme, il 
est plus approprie de supposer que v 2 depende de [BJ en accord avec l'equation de 
Michaelis et Menten : 

V*[B] 
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dans laquelle l'indice 2 indique que les valeurs de V 2 et de K m2 sont les parametres 
cinetiques de Michaelis et Menten pour la seconde reaction (la reaction 
couplee). Si v, est une constante (comme c'est approximativement le cas pendant la 
periode initiale de la reaction etudiee), l'equation [4.5] exprimant la vitesse de 
variation de [B] avec le temps peut rapidement etre integree (pour plus de details, 
voir STORER et CORNISH-BOWDEN, 1974) : 

dfBJ V 2 [B] 

-L-J- = vi-v 2 = vi - — L — f— 4.5 
dt K m2 +[B] 

A partir de cette equation, nous pouvons conclure que le temps t requis pour que v 2 
atteigne une fraction specifiee de v, est donnee par une equation de la forme 
suivante 

t = [4.6] 

dans laquelle le parametre (f) est un nombre sans dimension dependant uniquement 
des rapports v 2 /v 1 et v l /V 2 . Les valeurs de <j> permettant la mise au point d'un 
systeme couple sont donnees dans le tableau 4.1. Le seul parametre ajustable, V 2 , 
(K m2 etant fixe par le choix de l'enzyme couplee et des conditions de reaction) doit 
etre suffisamment grand pour que t represente une partie reduite du temps de 
mesure. Les valeurs donnees dans le tableau ont ete calculees en supposant que v 2 
devrait atteindre au moins 99% de v u bien que pour certaines applications cette 
condition ne soit pas rigoureusement necessaire. Par exemple, si Ton cherche dans 
un processus de purification a reperer les fractions actives au cours de l'elution 
d'une colonne de chromatographic, une valeur de 90% est largement suffisante. 

Tableau 4.1 - Temps re<\we pour qu'un eysteme couple atteigne un Stat stationnaire 



v 1 /V 2 Vj IV 2 <j) 



0,0 


0,00 


0,5 


6,86 


0,1 


0,54 


0,6 


11,7 


0,2 


1,31 


0,7 


21,4 


0,3 


2,42 


0,8 


45,5 


0,4 


4,12 


0,9 


141 



Le tableau montre \a valeur de qui doit etre ineeree dane i'equation [_A-.&] pour dormer le 
temps necessaire pour que la vitesse v 2 mesuree avec un systeme couple attelqne 99% de 
la vitesse clble v } . Par exemple, supposons que v, soit de 0.1 mM min , V z , la vitesse llmlte de 
la reaction couplee, est de 0,5 mM min' 1 et K mZ , la constante de Michaelis de l'enzyme 
couple dans les conditions du test, est de 0,2 mM. Avec ces valeurs, le tableau donne 
0=1,31; ainsi, le temps necessaire pour que la vitesse mesuree atteigne 99% de 
0,1 mM min~ 1 est de 1,31 x 0,2/0,1 min ou 2,62 min. Le tableau est la version abreqee de 
celle presentee par Stokek et Cokhish-Bowden (1974). 
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L' article original de STORER et CORNISH-BOWDEN (1974) decrit comment les 
valeurs sont calculees et donne egalement les resultats pour v 2 /v, = 0,90 et 0,95, en 
plus de ceux pour v 2 /v, = 0,99, ainsi que pour une plus large gamme de valeurs de 
v,/K 2 . 

La validite de ce traitement peut etre verifiee en mesurant la reaction de couplage 
sur une certaine periode de temps et en demontrant que la valeur v 2 augmente 
de maniere attendue. Un exemple d'un tel test est presente dans la figure 4.2. 
Dans cette experience, la valeur de V 2 a ete deliberement mal choisie (trop petite) 
afin de rendre la periode d'acceleration clairement observable. 

Produit forme 0,10 
(mM) 

0,08 
0,06 

0,04 
0,02 


1 2 3 4 5 

Temps (minutes) 

4.2 - Phase d'acceleration d'un test coupie 

Les donnees sont celles de Stoker et Cokni5H-5owden (1974) et correspondent au test de 
I'hexokinase en utilisant \a qlucose &-phosphate deshydroqenase comme enzyme couple. 
Les points experimentaux. presentent (pour des dupiica de decours reactionnels a cha<\ue 
valeur de V z ) les concentrations de HAO red , ie produit de ia reaction coupiee, a differents 
temps apres le debut de la reaction et pour 3 valeurs differentes de V 2 comme indique. Les 
trois courbes presentees n'ont pas ete ajustees sur les donnees mais elles ont ete 
calculees independamment a partir des valeurs connues de V z , en accord avec la theorie 
presentee dans le texte qui suit. 

Dans certains cas, meme si la reaction mesuree peut etre suivie en direct, il est 
parfois souhaitable de coupler la reaction a une seconde reaction. Par exemple, si 
un des produits de la premiere reaction est un puissant inhibiteur, ou si une reaction 
reversible est etudiee dans le sens le moins favorable, de sorte que l'equilibre est 
atteint apres qu'une faible partie du substrat ait reagit, la mesure precise de la 
vitesse initiale peut s'averer difficile. Des problemes de ce genre peuvent etre 
resolus en couplant la reaction a une reaction irreversible qui elimine le produit 
inhibiteur ou deplace l'equilibre. Dans ces cas, les contraintes enoncees 
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precedemment s'appliquent, mais en utilisant une definition plus stricte de l'etat 
stationnaire. A l'etat stationnaire, la valeur de [B] dans le schema considere ci- 
dessus est obtenue en fixant v { = v 2 et en resolvant l'equation [4.4] pour [B] . Cette 
approche donne fBJ = (K m2 v ] )/(V 2 -v l ) et permet de determiner simplement 
quelle doit etre la valeur de V 2 pour que la valeur de [B] a l'etat stationnaire ne 
soit pas suffisamment elevee pour creer des problemes. 

Quelquefois, il est necessaire de coupler une reaction avec deux ou plusieurs 
enzymes. Par exemple, la mesure couplee mentionnee ci-dessus pour l'hexokinase 
ne pourrait pas servir pour 1' etude de 1' inhibition de l'hexokinase par le glucose 
6-phosphate parce que le systeme n'elimine pas uniquement le glucose 6-phosphate 
genere par la reaction, mais aussi celui ajoute par l'experimentateur. Dans ce cas, il 
est necessaire de coupler la production d'ADP a l'oxydation du NAD rK/ en utilisant 
deux enzymes, la pyruvate kinase et la lactate dehydrogenase : 

ADP + Phosphoenolpyruvate — »- Pyruvate + ATP [4.7] 
Pyruvate + NAD rerf — >- Lactate + NAD 0Y [4.8] 

Une analyse rigoureuse des systemes couples impliquant deux ou plusieurs 
enzymes est difficile mais, qualitativement, ils ressemblent au cas simple que nous 
venons de considerer : il est necessaire de s'assurer que l'activite des enzymes 
couplees est suffisamment elevee pour que la vitesse mesuree atteigne 99% de la 
vitesse necessaire pendant la periode durant laquelle la vitesse reste effectivement 
constante. Ceci peut etre facilement verifie par 1' experience : si les concentrations 
des systemes couples sont suffisamment elevees, il ne devrait y avoir aucun effet 
sur la vitesse mesuree quand ces concentrations sont doublees, et la vitesse 
observee devrait etre proportionnelle a la concentration de l'enzyme etudie sur la 
totalite de la gamme utilisee. Comme l'a discute Easterby (1981), les temps 
necessaires pour que deux ou plusieurs enzymes couples atteignent leur etat 
stationnaire, s'additionnent et il est ainsi possible d'estimer raisonnablement le 
temps total necessaire pour l'etablissement d'un etat stationnaire global. 

Dans tous les cas, il existe des raisons autres que celle du cout financier pour ne 
pas depasser la concentration d'enzyme couple strictement necessaire pour realiser 
une mesure efficace. Sauf si l'enzyme couple a ete purifie de maniere aussi 
extensive que l'enzyme etudie, il y a toujours le risque que la preparation d'enzyme 
couple contienne des impuretes qui pourraient perturber la mesure, et meme si 
l'enzyme est pur, il peut avoir des activites parasites qu'il est souhaitable de 
minimiser. Par exemple, la glucose 6-phosphate dehydrogenase catalyse la 
reaction presentee dans l'equation [4.2], mais possede aussi une faible activite vis- 
a-vis du glucose. Des dangers potentiels du meme type sont possibles avec tous les 
systemes couples puisqu'un enzyme choisi de maniere a agir sur un substrat peut 
toujours avoir la capacite de reagir avec le produit. 
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4.2. Detection de l'in activation d'un enzyme 

De nombreux enzymes sont plus stables a fortes concentrations qu'a faibles 
concentrations, de sorte qu'il est courant qu'un enzyme perde rapidement son 
activite lorsqu'il est dilue a partir d'une solution stock. Ceci peut evidemment 
conduire a des erreurs dans l'estimation du niveau general d'activite, mais de 
maniere moins evidente, cela peut aussi conduire a de mauvaises appreciations du 
type de comportement de l'enzyme. II est courant qu'un complexe enzyme-substrat 
soit plus stable que l'enzyme libre, et en consequence les enzymes perdent souvent 
plus lentement leur activite en presence de fortes concentrations de substrat. Si un 
tel comportement n'est pas identifie, il peut etre confondu avec un effet cooperatif 
(chapitre 9), puisqu'il se caracterise par des deviations de la vitesse initiale par 
rapport aux cinetiques de Michaelis et Menten. Meme si 1' effet n'est pas aussi 
serieux, l'utilisation de conditions qui minimisent l'inactivation de l'enzyme sont 
susceptibles de donner des resultats plus reproductibles et dans de nombreux cas, il 
est utile de savoir si la diminution d'activite observee est entierement ou 
partiellement provoquee par une perte d'activite enzymatique (plutot que par la 
disparition du substrat ou par une inhibition par le produit). SELWYN (1965) a 
decrit un test simple permettant d'eviter ce probleme. 

II a montre qu'aussi longtemps que la vitesse d[P] I dt reste proportionnelle a la 
concentration initiale d'enzyme [EJ , cette vitesse peut etre exprimee comme le 
produit de la constante [EJ et d'une fonction dependante des concentrations 
instantanees de substrat, de produit, d'inhibiteur et de toute autre espece (autre que 
l'enzyme) qui peut etre presente dans le melange. Ces concentrations peuvent etre 
calculees a partir de la stoechiometrie de la reaction et de la concentration de [P ] a 
n'importe quel temps. Ainsi l'equation de vitesse peut etre ecrite sous une forme 
simple : 

= [Ekf([P]) [4.9] 

dt 

ou / est une fonction qui peut en principe etre derivee a partir de l'equation de 
vitesse. Le fait que f soit difficile a deriver ou que son expression soit compliquee 
n'a pas d'importance, parce que la connaissance de la forme exacte de la fonction 
n'est pas necessaire. II est seulement necessaire de savoir qu'elle est independante 
de [E 7 et de t, et done que la forme integree de l'equation [4.9] doit etre 

[EJ t = F(fPJ) [4.10] 

ou F est une autre fonction. L'importance pratique de cette equation est qu'elle 
montre que la valeur de [E] t, apres qu'une quantite donnee de produit se soit 
formee, est independante de [E J . En consequence, si des courbes d'avancement 
de reaction sont mesurees pour diverses valeurs de [E J mais en maintenant 
identique le reste des conditions, les graphiques de [PJ en fonction de [E] t 
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devraient etre superposables quelle que soit la valeur de [E] . S'ils ne le sont pas, 
l'hypothese initiale selon laquelle la vitesse doit etre proportionnelle a la concen- 
tration initiale d'enzyme durant toute la reaction, est incorrecte. La figure 4.3 
montre deux exemples de ces graphiques, un dans lequel les resultats sont ceux 
attendus pour un test satisfaisant, 1' autre dans lequel les resultats ne le sont pas. 




1 2 3 02468 10 



[EJq t (unites arbitraires) [EJ t (unites arbitraires) 

4.3 - Test d'inactivation de Selwyn 

Dans une reaction pour laquelle II n'y a pas d'inactivation appreciable de I'enzyme pendant 
la periode d' observation, des qraphiques de I'etendue de la reaction en fonction de [E] t 
devraient etre superposables, comme dans le qraphique (a), qui presente les donnees de 
Michaelis et Davidsohh (1911) pour I'invertase a trois concentrations differentes d'enzyme 
dans un rapport OA : 1 : 2 comme indique. Si I'enzyme s'inactive au cours de la reaction ou 
si le rapport n'est pas strictement proportionnel a [E] , les graphiques ne sont pas 
superposables, comme dans le qraphique (b), qui presente les donnees de Deutschek 
(1967) pour la glutamyl-ARN synthetase a des concentration de 5,6 et 2,8 jU0 mL~\ 

La raison la plus simple pour laquelle le test de Selwyn peut etre negatif comme 
dans la figure 4.3b, est que [E] varie au cours de la reaction en raison d'une 
perte d'activite de I'enzyme. SELWYN (1965) a cependant repertories d'autres 
causes possibles, qui expliquent que le test est insatisfaisant ou qu'il est complique 
de maniere telle qu'une etude supplemental est necessaire avant que son 
utilisation routiniere ne soit possible. 

Le test de Selwyn n'est pas couramment utilise. Pendant les annees 1970 et 1980, 
cela pouvait etre justifie par le developpement des moyens et des conditions dans 
lesquelles les enzymes devaient etre utilises pour eviter leur inactivation. 
Aujourd'hui, le developpement des techniques de biologie moleculaire permet de 
produire des proteines recombinantes modifiees, qui, dans certains cas, sont moins 
stables que la proteine originale. Cela cree un reel besoin de tester l'inactivation de 
ces enzymes pendant la reaction, afin d' eviter de comparer les cinetiques de 
reaction catalysee par un enzyme stable avec les cinetiques de reaction catalysee 
par des variants moins stables susceptibles d'introduire certains artefacts. 



4 - Aspects pratiques des etudes cinetiques 



129 



Le principe de base sur lequel repose le test de Selwyn etait deja bien connu aux 
premiers temps de l'enzymologie : les donnees presentees dans la figure 4.3a sont 
celles de Michaelis et Davidsohn (1911) et des donnees similaires sont fournies 
par HUDSON (1908) ; il est clair, de plus, selon la discussion donnee par HALDANE 
(1930) que de tels tests etaient appliques a l'epoque a de nombreux enzymes. Des 
1890, O'SULLIVAN et TOMPSON ont commente que le temps necessaire pour 
atteindre un pourcentage donne d 'inversion (c'est-d-dire d'hydrolyse du sucrose) 
est inversement proportionnel a la quantite presente de materiel inverse ; en 
d'autres termes, le temps est inversement proportionnel a la quantite d 'agent 
inversant. En depit de cela, le test a ete largement oublie jusqu'a ce que Selwyn 
(1965) adapte le traitement donne par Michaelis et Davidsohn (1911) et discute 
les diverses raisons possibles de son echec. On peut se demander combien de 
techniques aussi utiles restent cachees dans la litterature ancienne. 

4.3. CHOIX DES CONDITIONS EXPERI MENTAL E5 
4.3.1. Choix des concentrations de substrat 

Un expose complet de la mise au point d'experiences de cinetique enzymatique 
serait trop long pour etre traite ici, et done dans ce paragraphe nous presenterons 
uniquement un guide bref et simplifie. En general, les conditions optimales pour 
tester l'activite d'un enzyme, e'est-a-dire pour determiner la quantite d'activite 
catalytique dans un echantillon, ne correspondent pas aux conditions ideales 
permettant de determiner les parametres cinetiques. La raison est que dans un test 
d'activite enzymatique, nous cherchons a obtenir des conditions ou la vitesse 
mesuree depend uniquement de la concentration d'enzyme, de sorte que de faibles 
variations des autres parametres aient peu d'effet ; par contre dans une etude des 
proprietes cinetiques d'un enzyme, il est necessaire de determiner comment celui- 
ci repond aux changements de conditions. II est essentiel dans ce dernier cas de 
travailler sur une large gamme de concentrations de substrat pour laquelle la vitesse 
varie de maniere appreciable. En pratique, pour un enzyme qui obeit a l'equation 
de Michaelis et Menten, cela signifie que les valeurs de [A ] s'etendent bien en 
dessous et bien au dessus de K m . 

Si le systeme etudie obeit a l'equation de Michaelis et Menten, il est seulement 
necessaire de determiner quelle gamme de f A J est suffisante pour defmir K m et V 
precisement. II est facile de decider comment on peut defmir V precisement, en 
rappelant que v tend vers Florsque [A] augmente (§ 3.3) ; clairement, il est utile 
de realiser des mesures de v a des concentrations de [A ] aussi elevees que le cout, 
la solubilite ou toute autre contrainte (comme une absorbance elevee dans le cas 
d'une mesure utilisant un spectrometre) le permettent. En principe, plus la 
concentration [A] utilisee sera grande et meilleure sera la mesure, mais en realite 
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il existe deux raisons pour lesquelles ceci n'est pas toujours vrai. Premierement, le 
respect de l'equation de Michaelis et Menten peut ne pas etre absolu : beaucoup 
d' enzymes se caracterisent par une inhibition par le substrat pour des valeurs 
elevees de [A],eten consequence les valeurs de v mesurees a des concentrations 
elevees peuvent ne pas etre en accord avec les valeurs de K m et de V qui defmissent 
les cinetiques a des valeurs faibles et moderees de [A] . Deuxiemement, meme si 
l'equation de Michaelis et Menten est precisement respectee, l'avantage 
d'inclure des valeurs de f A] superieures a 10 K m est faible et peut etre invalide par 
le cout additionnel que ces mesures represented. De plus, si le substrat est un ion, 
il peut etre difficile d'eviter une variation de la force ionique lorsque des 
concentrations excessives sont utilisees. 

Une limite sur la concentration maximale de substrat qui peut etre utilisee est 
souvent imposee par l'absorbance specifique du substrat ou du produit utilise pour 
la mesure d'activite. Par exemple, de nombreuses mesures d'activite enzymatique 
sont basees sur l'absorbance du NAD red a 340 nm, qui est d'environ 0,9 dans une 
cuve de 1 cm pour une solution de 0,15 mM. Ceci suggere que des mesures a des 
concentrations superieures soient difficiles, bien que 1 'utilisation d'une cuve de 
0,2 cm permette d'etendre la gamme de concentration de substrat d'un facteur 5. 
Curieusement, les cuves de 1 cm de trajet optique sont devenues tellement 
familieres que certains utilisateurs semblent ignorer cette possibility d'utiliser 
d'autres longueurs de trajet optique. A l'oppose, des cuves de 5 ou 10 cm peuvent 
etre utiles pour suivre des solutions qui absorbent tres peu, bien que celles-ci 
puissent etre plus difficiles a utiliser si leur utilisation necessite la modification du 
spectrophotometre. 

De la meme maniere que la vitesse a haute concentration de substrat est determinee 
par V, la vitesse a faible concentration est determinee par VIK m (voir § 3.3). Des 
lors, pour que VI K„ soit correctement determine, il est necessaire de realiser des 
mesures de v a des valeurs de [A] inferieures a K m . II n'est pas necessaire de 
chercher a utiliser des valeurs de [A] aussi petites que possible, puisque la 
condition v = imposee pour [A] = fournit un point fixe par lequel le graphique 
de v en fonction de f A] doit obligatoirement passer. Des lors, il y a peu d'interet a 
mesurer des valeurs de v a des valeurs de f A J inferieures a 0,2 K m . S'il existe un 
interet quelconque, il depend de la maniere dont les erreurs sur v sont distributes : 
si v a une deviation standard constante, une valeur optimale pour le bas de la 
gamme des valeurs de [A ] est environ 0,8 K m (la valeur exacte dependant de la 
valeur superieure de la gamme), mais si v a un coefficient constant de variation, la 
valeur optimale pour le bas de la gamme est zero (Endrenyi, 1981). La valeur de 
0,2 K m est un bon compromis, generalement satisfaisant, entre ces deux situations. 
La determination de K m necessite des valeurs precises aussi bien de V que de V/K m ; 
done la gamme de [A] devrait s'etendre de 0,2 K m jusqu'a 10 K m ou jusqu'a la 
concentration de A la plus elevee possible. 
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II est difficile de ne pas souligner que les remarques faites ci-dessus sont inherentes 
au respect du mecanisme de Michaelis et Menten, ou du moins que Ton ne se 
soucie pas du respect de ce model e en dehors de la gamme de 1' experience. Si nous 
nous interessons a une reaction dans des conditions physiologiques, il n'y a pas de 
raisons de nous soucier des deviations par rapport a un comportement simple qui 
peuvent survenir dans des conditions non-physiologiques ; neanmoins, si nous nous 
interessons au mecanisme cinetique de la reaction, il est souhaitable d'etendre 
autant que possible la gamme de conditions utilisees, puisque des deviations dans 
le comportement de l'enzyme dans les conditions extremes peuvent etre utiles pour 
l'etablissement du mecanisme. Hill, Waight et Bardsley (1977) ont discute le 
fait que tres peu d'enzymes (si du moins ils en existent certains) obeissent 
reellement a 1' equation de MICHAELIS et MENTEN. Ils pensent que le nombre limite 
de conditions experimentales, associe au manque de volonte de rendre compte de 
l'observation de faibles deviations vis-a-vis du comportement attendu, ont conduit 
a une supposition injustifiee que les cinetiques enzymatiques obeissaient de 
maniere presque universelle a l'equation de MICHAELIS et MENTEN. Pratiquement, 
tous les exemples standards et traditionnels de cinetiques simples se sont reveles, 
selon eux, plus complexes lorsque des etudes soigneuses ont ete realisees. 

L'equation de Michaelis et Menten reste sans nul doute utile en premiere 
approximation dans les etudes cinetiques, meme si quelques fois des mesures 
precises conduisent a son rejet. Cependant, il est toujours conseille de verifier 
l'absence des deviations les plus communes. La vitesse initiale est-elle nulle en 
absence de substrat (et d'enzyme) ? Si ce n'est pas le cas, la deviation est-elle 
suffisamment petite pour etre expliquee par les erreurs experimentales ? S'il y a 
une variation residuelle du signal en absence de substrat ou d'enzyme, est-il 
possible de l'eliminer par purification ? La vitesse tend-elle vers zero pour des 
concentrations de substrat largement differentes de zero ? Dans ce cas, il sera utile 
de verifier la cooperativite de la reaction (voir chapitre 9). Existe-t-il une indication 
de 1' inhibition par le substrat ou par le produit, par exemple, une diminution de v 
lorsque [A] augmente ? Meme si la vitesse ne diminue pas, une augmentation de 
v avec une concentration [A] plus faible que celle prevue par l'equation de 
MICHAELIS et MENTEN peut indiquer une inhibition par le substrat. 

4.3.2. Choix du pH, de ia temperature et dee autree conditions 

Meme s'il n'est pas dans votre intention d'etudier les dependances de la reaction 
enzymatique au pH ou a la temperature, il est necessaire de bien choisir les 
conditions dans lesquelles la reaction est etudiee. Pour de nombreuses applications, 
il est approprie de travailler dans des conditions proches des conditions 
physiologiques - par exemple pH 1,5 - 37°C et une force ionique de 0,15 M pour la 
plupart des enzymes produites par des mammiferes - mais il existe aussi de 
nombreuses bonnes raisons d'utiliser d'autres conditions dans l'etude des 
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mecanismes catalytiques. De nombreuses enzymes se denaturent rapidement a 
37°C et peuvent etre plus stables a 25°C (bien qu'il y ait des exceptions, de sorte 
que cette propriete ne doit pas etre consideree comme une regie universelle). II est 
egalement recommande de choisir un pH auquel la vitesse de la reaction soit 
relativement insensible a de faibles variations. Ceci se traduit parfois par la 
recommandation de travailler au pH optimum de l'enzyme, mais nous verrons au 
chapitre 8, que cette recommandation peut etre sans fondement sauf si la valeur de 
K m est independante du pH. Si K m varie avec le pH, meme si le mecanisme obeit a 
l'equation de Michaelis et Menten, la valeur maximale de VIK m n'apparaitra pas 
au meme pH que la valeur maximale de V ; en consequence, le pH optimum varie 
avec la concentration de substrat. 

Dans 1' etude des reactions a plusieurs substrats, la mise au point des conditions 
experimentales est encore plus complexe que celle necessaire pour les reactions a 
un seul substrat, mais les principes restent les memes. Chaque concentration de 
substrat doit varier sur une gamme suffisamment large pour que son effet soit 
manifeste sur la vitesse de la reaction. Si la reaction obeit a l'equation de 
MICHAELIS et MENTEN lorsque la concentration d'un des substrats varie alors que 
celle de tous les autres est maintenue constante, les valeurs mesurees des 
parametres de Michaelis et Menten sont des valeurs apparentes et sont 
susceptibles de changer lorsque les conditions changent. Pour obtenir un maximum 
d'information, il est necessaire de choisir une gamme de concentrations de substrat 
en relation avec le K m apparent et non avec la valeur limite de K m obtenue lorsque 
les autres substrats sont a des concentrations proches de la saturation, ce qui peut 
etre sans interet. Nous reviendrons sur ce point au chapitre 6 apres avoir introduit 
les equations de base pour les reactions a deux substrats. Des conditions similaires 
s'appliquent aux etudes des inhibitions et seront discutees au chapitre 5. 

4.3.3. Replication dee meeuree 

Dans une etude cinetique, il n'est pas rare que le meilleur modele qui puisse etre 
obtenu ne represente pas parfaitement chaque observation. La question se pose 
alors de savoir si les differences observees peuvent etre attributes aux erreurs 
experimentales ou si elles traduisent la necessite de recourir a un modele plus 
complexe. Pour repondre a cette question, il est necessaire d'estimer la grandeur 
des erreurs commises sur les mesures experimentales. La maniere la plus simple 
d'estimer la valeur des erreurs consiste a repliquer les observations. Si les 
observations repliquees sont plus en accord les unes avec les autres qu'avec la 
courbe ajustee, cela peut indiquer que la courbe ajustee est a rejeter et qu'il faut 
introduire plus de termes dans l'equation. Si, au contraire, les points experimentaux 
montrent autant de variation entre eux qu'avec la courbe ajustee, l'equation utilisee 
pour l'ajustement peut etre acceptee jusqu'a ce que des mesures plus precises 
soient obtenues. 
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La theorie sur laquelle repose cette approche depend du fait que c'est uniquement 
en repetant une experience que nous pouvons determiner si les donnees experi- 
mentales sont en accord avec la courbe ajustee en l'absence d'erreurs aleatoires. 
Des lors, une telle pratique mesure uniquement les erreurs aleatoires, qui sont 
egalement appelees les erreurs pures pour, dans ce contexte, les distinguer du 
mauvais ajustement qui peut resulter de l'utilisation d'une equation inadaptee dans 
la procedure d'ajustement parametrique. Neanmoins, le desaccord entre les 
observations et la courbe ajustee peut resulter soit d'une erreur de mesure, soit de 
l'inadequation de la theorie et plus couramment encore d'une combinaison des 
deux ; cette procedure ne mesure done pas des erreurs pures. 

L'utilisation de repliquas des mesures presente egalement certains inconvenients. 
Pour donner un resultat significatif, la difference entre deux repliquas doit etre 
reellement representative de l'erreur aleatoire dans l'ensemble de l'experience. 
Ceci sera vrai uniquement si les mesures repetees sont realisees exactement de la 
meme maniere que toutes les autres mesures et non de maniere particuliere. La 
difficulty peut etre mieux appreciee en examinant les trois cas presentes dans la 
figure 4.4. 



a - Dispersion aleatoire b - Replicas trop proches c - Profit similaire 

les uns des autres dans chaque qroupe 




4.4 - Utilisation d 'observations replic\uees 

Quand dee observations sont proprement reproduces, \a dispersion des points autour de 
la courbe ajustee devrait etre IrrequWere, comme dans I'exemple (a). Une distribution 
requWere, comme dans les exemples (b) et (c), suqqere que l'experience n'a pas ete 
correctement realisee, comme nous en discutons dans le texte. 

Dans la figure 4.4a, les points sont distribues dans chacun des repliquas de la meme 
maniere que les points sont distribues autour de la droite ajustee ; c'est la situation 
qui est attendue si l'ajustement est correct et si les repliquas ont ete correctement 
mesures. Dans la figure 4.4b, la distribution des repliquas apparait plus etroite que 
la distribution des mesures autour de la droite, meme si la distribution des points de 
part et d' autre de cette derniere semble plus aleatoire que systematique. II existe 
differentes causes possibles a cette situation insatisfaisante : la plus courante est 
certainement la mesure successive des differents repliquas d'un meme point, de 
sorte que le temps moyen entre deux de ces mesures est court par rapport au temps 
moyen de l'experience. Si les mesures sont faites de cette maniere, toute variation 
lente des conditions au cours de l'experience peut produire des erreurs qui ne sont 
pas repercutees de maniere appropriee dans les repliquas, par exemple une 
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variation de 1' instrumentation, une deterioration des solutions stocks, une 
augmentation de la temperature ambiante ou la fatigue de l'experimentateur. La 
figure 4.4c illustre le probleme contraire. Dans ce cas, les points sont espaces 
regulierement de maniere suspicieuse, avec une distribution plus large que la 
distribution autour de la droite ajustee. Ceci suggere que les repetitions surestiment 
l'erreur aleatoire reelle, peut etre parce que la figure presente les donnees 
provenant de trois experiences realisees a des moments differents et avec des 
echantillons differents. 

La question de savoir combien de fois une mesure doit etre repetee, n'a pas une seule et 
unique reponse. Dans chaque cas individuel, la reponse depend de la difficulty a 
realiser la mesure, du temps pendant lequel les solutions d'enzyme et de substrat 
peuvent etre conservees, de la grandeur des erreurs experimentales et de la complexite 
de l'equation utilisee pour l'ajustement. Le premier point essentiel est d'inclure 
suffisamment de concentrations de substrat (d'inhibiteur...) pour caracteriser 
correctement la forme de la courbe. Pour un enzyme qui obeit a l'equation de 
MlCHAELIS et MENTEN, il est possible de n'utiliser que 5 concentrations de substrat a 
condition qu'elles soient adequatement espacees entre 0,5 K m et 5 K m . Neanmoins avec 
un enzyme a deux substrats, qui suit un modele cinetique simple, il est necessaire 
d'enregistrer un minimum de 25 combinaisons differentes de concentrations. Pour les 
enzymes dont le comportement devie de celui prevu par un modele simple, le nombre 
de mesure doit encore etre augmente. 

Ces chiffres sont bases sur l'hypothese que l'analyse complete des donnees 
fournira des graphiques aussi bien que des analyses statistiques par un ordinateur. 
De le cas de ces dernieres, il n'est pas necessaire d'organiser les concentrations 
dans une grille, puisque la validite de l'analyse n'est pas affectee meme si le calcul 
d'une droite appartenant a une famille de droites est base sur un seul point ; ainsi 
une experience a deux substrats pourrait en principe fournir des resultats 
satisfaisants en utilisant seulement huit combinaisons differentes de concentrations. 
Le point important est de concentrer les observations dans les regions qui 
fournissent la meilleure information permettant de valider le modele propose. 
Neanmoins, l'oeil humain peut facilement reperer sur un graphique un comporte- 
ment inattendu qui serait neglige par le meilleur des logiciels, et pour cette raison, 
il n'est pas raisonnable de se reposer entierement sur l'analyse faite par 
l'ordinateur. Ces imperatifs placent une contrainte sur la mise au point 
d'experience puisque, pour obtenir un graphique satisfaisant, il est necessaire de 
disposer d'un certain nombre de points pour tracer chaque droite. 

Ce n'est que lorsque le nombre de combinaisons differentes de concentrations 
necessaires pour l'experience a ete determine, que le nombre de repetitions a 
realiser peut etre decide. Supposons que 25 combinaisons de concentrations soient 
necessaires et qu'il soit possible de mesurer jusqu'a 60 cinetiques sur le temps 
imparti et en fonction de la stabilite de la solution d'enzyme. Dans un tel cas, il 
serait approprie de realiser en triple une dizaine de mesures (etalees sur toute 
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1' experience et non localisees dans le temps) et de doubler le reste. Si, d'un autre 
cote, il n'est pas possible de realiser plus de 30 mesures, il faudra reduire le 
nombre de repetitions. II est stupide de defendre une regie stipulant que chaque 
mesure doit etre effectuee 3 fois, non seulement parce que cela simplifie le 
probleme, mais aussi parce que cela peut conduire a des experiences dans 
lesquelles trop peu de conditions sont etudiees pour obtenir rinformation attendue. 

4.4. TRAITEMENT DE5 EQUIU3RE5 I0NIQUE5 

Dans beaucoup de reactions biochimiques, le substrat n'est pas un compose bien 
caracterise dont la concentration est directement mesurable, mais est un ion en 
equilibre avec d'autres ions ayant leurs propres interactions avec les enzymes 
catalysant les reactions. Le plus notable de ces ions est le MgATP 2 ", qui est le vrai 
substrat de la majorite des enzymes regroupes dans la categorie des enzymes 
dependantes de l'ATP. II est impossible de preparer une solution de MgATP 2 
parce que toute solution contenant du MgATP 2- contient aussi de nombreux autres 
ions. Par exemple, un melange equimolaire d'ATP et de MgCl 2 a pH 7 contient des 
proportions appreciables de MgATP 2 ", d'ATP 4 ", de HATP 3 ", de Mg 2+ et de CI", 
ainsi que des traces de MgHATP", de Mg 2 ATP et de MgCl + . De plus, leurs 
proportions varient avec les concentrations totales d'ATP et de MgCl 2 , avec le pH, 
la force ionique et les concentrations d'autres especes moleculaires eventuellement 
presentes (comme par exemple des composes de tampons). 

Manifestement, si nous etudions l'effet de la concentration de MgATP 2 ", par 
exemple, sur un enzyme, nous devons nous assurer que les effets sont dus a la 
variation de la concentration de MgATP 2 " et non a celles des concentrations de 
Mg 2+ ou d'ATP 4 " qui l'accompagnent. II est done necessaire de disposer d'une 
methode permettant de calculer la composition d'un melange d'ions et il est 
souhaitable de disposer d'un moyen permettant de modifier la concentration d'une 
des especes sans modifier substantiellement la concentration des autres especes. 

Les constantes de dissociation de nombreux ions d'interet biochimique ont ete 
determinees. II est done facile de determiner la concentration des complexes a 
condition de connaitre la concentration des divers composants sous forme libre. 
Malheureusement, on est generalement confronte au probleme inverse qui consiste 
a determiner la concentration des formes libres en connaissant les concentrations 
totales des differents composes. Par exemple, il peut etre necessaire, connaissant 
les concentrations totales d'ATP et de MgCl 2 , le pHet toutes les constantes d'equi- 
libre, de calculer la concentration de MgATP 2 ". Une maniere simple et efficace de 
proceder est la suivante : 

1. Nous supposons initialement qu'aucun complexe n'est forme et que toutes les 
especes ioniques sont completement dissociees. Par exemple, nous supposons 
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que le melange de 1 mM ATP, 2 mM MgCl 2 et de 100 mM KC1 contienne 
1 mM ATP 4 , 2 mM Mg 2+ , 100 mM K + et 104 mM CI . 

2. Nous utilisons ces concentrations et les constantes de dissociation pour calculer 
les concentrations de tous les complexes qui contiennent du Mg 2+ . Quand ces 
concentrations seront additionnees, la concentration totale en Mg 2+ excedera 
(tres certainement de maniere importante dans le premier cycle de calcul) la 
concentration totale reelle de cet ion. 

3. Nous corrigeons la concentration de Mg 2+ libre en la multipliant par la 
concentration reelle en Mg 2+ totale et en divisant par la concentration totale en 
Mg 2+ calculee. 

4. Nous repetons cette operation pour chacun des composants du melange, c'est-a- 
dire pour ATP 4 ", K + et CI" dans cet exemple. En principe la concentration de H + 
peut etre traitee de la meme maniere mais dans la pratique, la concentration de 
H + libre est controlee et mesuree directement de telle sorte que la concentration 
de H + ne devrait pas etre corrigee durant les calculs mais maintenue constante a 
sa valeur reelle. 

5. Nous repetons l'ensemble du cycle, de l'etape 2 a l'etape 4, jusqu'a ce que les 
resultats soient consistants avec eux-memes, c'est-a-dire jusqu'a ce que les 
concentrations ne varient plus d'un cycle a l'autre. 

Cette procedure est celle, legerement modifiee, qui a ete proposee par Perrin 
(1965) et par PERRIN et SAYCE (1967). Bien que le nombre requis de cycles soit 
certainement trop important pour permettre un calcul manuel, la methode peut 
facilement etre implementee dans un programme d'ordinateur (STORER et 
Cornish-Bowden, 1976), et peut etre utilisee facilement et efficacement pour les 
problemes couramment rencontres dans les etudes de cinetique enzymatique. 

L'experience de l'utilisation d'un tel programme a permis de mettre au point une 
maniere de varier la concentration de MgATP 2 " en conservant le controle des 
variations de la concentration des autres ions. Deux approches sont couramment 
utilisees, dont l'une donne d'excellents resultats et l'autre de mauvais resultats. 
La « bonne » methode consiste a maintenir la concentration totale de MgCl 2 
constamment en exces par rapport a la concentration totale d'ATP. Les meilleurs 
resultats sont obtenus avec une concentration en exces de 5 mM MgCl 2 , mais si 
l'enzyme est inhibee par le Mg 2+ libre ou s'il existe d'autres raisons pour reduire 
la concentration de Mg 2+ libre, l'exces peut etre reduit jusqu'a 1 mM sans perte 
d'efficacite. Si l'exces est superieur a 10 mM, des problemes peuvent apparaitre a 
cause de la presence d'une concentration significative de Mg 2 ATP. Avec cette 
methode, la concentration d'ATP peut varier sur une large gamme (allant de 1 (0.M 
jusqu'a 0,1 M) avec une proportion importante et presque constante de l'ATP 
existant sous la forme de MgATP 2 " et une concentration presque constante de Mg 2+ 
libre. Done les effets dus a la variation de la concentration de MgATP 2 " peuvent 
etre clairement separes de ceux dus a la variation de Mg 2+ libre. 
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La « mauvaise » methode, qui est malheureusement tout aussi couramment 
rencontree dans la litterature, consiste faire varier les concentrations totales d'ATP 
et de MgCl 2 en maintenant leur rapport constant. Si le rapport est 1 : 1 ou n'importe 
quelle autre valeur, cette methode conduit a de grandes variations dans la 
proportion d'ATP presente dans l'une ou 1' autre forme et ne peut pas etre 
recommandee. Bien que moins critiquable, mais neanmoins peu recommandable, il 
existe egalement une methode qui consiste a garder constante la concentration 
totale de MgCl 2 a une valeur excedant de 2 a 5 mM la plus haute concentration 
d'ATP. Bien que cette methode assure que l'ATP existe largement sous la forme de 
MgATP 2 , elle peut conduire a de grandes variations dans les concentrations de 
Mg 2+ libre et de Mg 2 ATP. 

Bien que les conclusions soulignees dans les paragraphes precedents dependent 
d'une certaine maniere des valeurs numeriques des constantes d'equilibre pour les 
complexes de Mg 2+ , d'ATP 4- et de H + , les principes sont generaux. Comme regie 
grossiere, un compose A d'un complexe binaire AB existe largement sous la forme 
complexee si B est maintenu en exces par rapport a A d'une quantite correspondant 
a environ 100 fois la valeur de la constante de dissociation. 

Dans cette discussion, nous avons simplifie le probleme en ignorant le fait que les 
constantes ioniques definissent des rapports d'activites plutot que de 
concentrations. En pratique, pour eviter les complications inherentes a l'utilisation 
des coefficients d'activite, il est recommande de travailler a force ionique 
constante. Une valeur de l'ordre de 0,15 M est appropriee, a la fois parce qu'elle 
est proche de la force ionique de nombreuses cellules vivantes et parce que de 
nombreux equilibres d'interet biochimique sont insensibles aux variations de la 
force ionique dans cette gamme de valeur. 

PR03LEME5 

4.1- L'hexokinase A de cerveau de mammifere est fortement inhibee par le 
glucose 6-phosphate a des concentrations superieures a 0,1 mM. Quelle 
devrait etre la vitesse limite V 2 de la glucose 6-phosphate dehydrogenase 
{K m = Q,'\'\ mM pour le glucose 6-phosphate) si cet enzyme etait utilise 
comme enzyme couple dans un test pour lequel des vitesses v 1 n'exce- 
dant pas 0,1 mM min" 1 devraient etre mesurees et si la concentration de 
glucose 6-phosphate n'excedait jamais 0,1 mM ? 

4.2- Maintenir une concentration totale de MgCI 2 de 5 mM en exces de la 
concentration totale d'ATP assure que les effets dus au MgATP 2 " et au 
Mg 2+ peuvent etre clairement separes, parce que cette procedure permet 
une variation de la concentration de MgATP 2 " qui s'accompagne de 
faibles variations concomitantes de la concentration de Mg 2+ libre. 
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Cependant, cette approche ne permet pas une distinction sans 
equivoque entre les effets de MgATP 2 " et ceux de ATP 4 ", parce que leurs 
concentrations respectives sont maintenues dans un rapport constant. 
Suggerer une approche qui permettrait de faire varier la concentration 
de MgATP 2 " avec de faibles variations de la concentration d'ATP 4 ". 

4.3- Les valeurs suivantes des concentrations de produit, [P A ] et [P B ] (en 
\iM) et de temps t (en min) se rapportent a deux tests realises avec le 
meme enzyme, avec des melanges reactionnels de composition 
identique, excepte que deux fois plus d'enzyme a ete ajoute dans 
I'experience qui fournit les valeur de [P A J que dans celle qui fournit les 
valeurs [P B ] . Suggerer une cause possible au comportement observe. 



t 


[Pa] 


[P B ] 





0,0 


0,0 


2 


10,5 


4,3 


4 


18,0 


8,3 


6 


23,7 


11,7 


8 


27,9 


14,5 


10 


31,3 


16,8 


12 


34,0 


19,0 



5 - Inhibition et activation des enzymes 



5.1. Inhibition reversible et irreversible 

5.1.1. Lee poisons de la reaction catalytl<\ue 

Les substances qui, lorsqu'elles sont presentes dans le melange reactionnel, ralen- 
tissent une reaction catalysee par un enzyme sont appelees des inhibiteurs. L'inhi- 
bition peut intervenir de diverses manieres et il existe done divers types d' inhibiteurs. 
Notamment, deux grands types d' inhibition sont distingues, les inhibitions rever- 
sibles qui peuvent etre levees en eliminant l'inhibiteur du milieu reactionnel et les 
inhibitions irreversibles qui impliquent generalement la modification covalente d'un 
groupe essentiel de l'enzyme et qui ne peuvent etre levees par dialyse ou dilution. 
Dans ce chapitre, nous discutons d'abord brievement des inhibiteurs irreversibles ou 
poisons catalytiques. Ceux-ci sont des substances qui, en se combinant avec l'en- 
zyme, eliminent completement son activite. De nombreux enzymes sont « empoi- 
sonnes » par des traces de metaux lourds, et pour cette raison, les etudes cinetiques 
sont couramment realisees en presence d'agents complexant comme l'EDTA. Ceci 
est particulierement important lors de la purification des enzymes : dans l'extrait 
brut, la concentration totale de proteine est elevee et les nombreuses proteines 
contaminantes sequestrent la majorite des ions metalliques qui sont presents, mais 
plus une preparation d'enzyme devient pure et moins ce dernier est protege par les 
autres proteines et done plus il devient important d'aj outer des agents alternatifs de 
complexation. Dans certains cas, ces inhibiteurs irreversibles peuvent aussi etre 
utilises de facon positive. Par exemple, l'empoisonnement par les composes de 
mercure (II) a souvent ete utilise pour mettre en evidence 1' implication de groupes 
sulfhydryles dans le site catalytique des enzymes. 

5.1.2. Analyse de la Vitesse d'inactivation 

Les mesures precises de la vitesse a laquelle la perte d'activite s'effectue dans un 
processus d'inhibition irreversible, fournissent une information utile qui est plus 
simple, et done plus facile a interpreter, que celle fournie par les experiences 
conventionnelles de cinetique. La theorie communement appliquee dans ce type 
d'etude est celle decrite par Kitz et Wilson (1962), qui s'interessaient a l'effet de 
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divers composes sur l'activite de l'acetylcholinesterase. Ces auteurs ont fait 
essentiellement les memes hypotheses que Michaelis et Menten (1913) pour le 
processus catalytique, c'est-a-dire qu'ils ont suppose que l'inactivation de 
l'enzyme E par l'inhibiteur I se deroule par 1' intermediate d'un complexe EI qui 
est en equilibre avec E et I pendant 1' ensemble de la reaction et qui se convertit 
irreversiblement en une forme E' inactive : 

K x k 2 
E + I + * EI — * E' [5.1] 

[E act ]-[x] [I] fx] 

[E act ] represente la concentration totale de l'enzyme actif, c'est-a-dire incluant E, 
EI mais pas E'. Avec ces hypotheses, la concentration de EI a chaque instant est 

donnee par ^^ act -l — f x J)f^J et j a v itesse d'inactivation v est donnee par : 

v = k 2 [x] = V[I] [5.2] 
K,+[I] 

dans laquelle V = k 2 [E acl J est la vitesse limite de l'inactivation obtenue pour des 
concentrations saturantes d'inhibiteur. II faut noter cependant que Fn'est pas une 
constante, puisque [E act ] diminue au cours de l'inhibition. Si l'inhibiteur est 
suffisamment en exces de telle sorte que [I J puisse etre considere comme une 
constante, la perte d'activite suit une loi de pseudo-premier ordre, et l'analyse par 
la methode decrite dans le § 1.2.7 donnera une constante apparente de premier 

ordre k aoB = — ^ 2 ^J — . Comme celle-ci a la forme d'une equation de Michaelis 
pp (Ki+flJ) 

et MENTEN, on peut utiliser n'importe quelle methode decrite dans le chapitre 3 
pour estimer les valeurs de k 2 et de K, a partir des valeurs de k app mesurees pour 
differentes concentrations de I ( [I ]). 

Une extension de la methode de Kitz et Wilson au cas ou le substrat d'un enzyme 
inhiberait son inactivation irreversible trouve d'importantes applications pour la 
mesure de constants reelles de dissociation. Cependant, nous reporterons cette 
discussion jusqu'au § 5.4.3, c'est-a-dire jusqu'a ce que les cas principaux d'inhi- 
bition lineaire reversible aient ete decrits. 



5.1.3. Typee d'inhibition reversible 

Le reste de ce chapitre est consacre aux inhibiteurs reversibles. Ce sont des 
substances qui forment avec l'enzyme des complexes dynamiques dont les 
proprietes catalytiques sont differentes de celles de l'enzyme libre. Si l'enzyme n'a 
aucune activite catalytique lorsqu'il est completement sature par l'inhibiteur, 
l'inhibition peut etre qualifiee de complete, mais elle est plus souvent denommee 
inhibition lineaire, par reference a l'apparence lineaire des graphiques des valeurs 
apparentes de K m /V et \/V en fonction de la concentration d'inhibiteur. Un cas 
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plus rarement envisage (bienqu'il ne soitprobablement pas aussi rare qu'ilest 
generalement suppose) est celui ou le complexe enzyme-inhibiteur conserve une 
certaine activite catalytique : ce type d'inhibition est denomme inhibition partielle, 
puisqu'une activite residuelle persiste quand l'enzyme est entierement sature par 
l'inhibiteur, ou il est denomme inhibition hyperbolique par reference a la forme des 
courbes obtenues lorsque les parametres apparents de Michaelis sont portes en 
graphique en fonction de la concentration d'inhibiteur. 

Les cas d'inhibition lineaire aussi bien que ceux d'inhibition hyperbolique peuvent 
etre sous-classes en fonction des parametres apparents de Michaelis qui sont 
affectes, mais en pratique ces denominations font ordinairement reference aux cas 
d'inhibition lineaire. Le type le plus commun est habituellement appele inhibition 
competitive bien que le terme inhibition specifique soit plus approprie (parce qu'il 
est neutre d'un point de vue mecanique mais est descriptif d'un point de vue 
algebrique) ; il se caracterise par une diminution du parametre apparent V/K m sans 
variation du parametre apparent V. Parce que l'inhibition competitive avait ete 
decouverte avant qu'il n'ait ete reconnu que les parametres fondamentaux de 
l'equation de MICHAELIS et MENTEN sont Vet V/K m , ce type d'inhibition est sou- 
vent decrit comme impliquant une augmentation de K m . Comme cela apparaitra 
plus clairement dans la suite du texte (voir tableau 5.1), la classification des 
inhibiteurs est beaucoup plus simple et plus directe si elle est basee sur les 
parametres Vet V/K m . 

Les autres types d'inhibition sont V inhibition anti-competitive ou inhibition cataly- 
tique dans laquelle le parametre apparent V diminue sans que le parametre V/K m 
ne soit modifie, ce qui peut aussi etre exprime en disant que les parametres appa- 
rents V et K m diminuent par un facteur identique et l'inhibition mixte dans laquelle 
les deux parametres apparents, V et V/K m , diminuent. Un dernier type, connu sous 
le nom d'inhibition non-competitive pure dans laquelle le parametre apparent V 
diminue sans que K m ne soit modifie, a ete considere par le passe comme un type 
important d'inhibition, mais il a ensuite ete reconnu qu'il correspond simplement a 
un cas particulier de l'inhibition mixte. Tous ces types d'inhibition sont decrits plus 
en details dans ce chapitre. 

5.2. INHI3ITI0N5 UNEAIRE5 

5.2.1. Inhibition competitive (ou inhibition specifique) 

Dans la reaction catalysee par la succinate dehydrogenase , le succinate est oxyde 
en fumarate, comme illustre dans la figure 5.1. 

Puisqu'il s'agit d'une reaction du groupe dimethylene, elle ne peut avoir lieu avec le 
malonate, qui ne possede pas de groupe dimethylene. D'un autre cote, le malonate a 
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une structure tres proche de celle du succinate et il n'est des lors pas surprenant qu'il 
puisse se fixer sur I'enzyme, dans le site de fixation du substrat pour former un 
complexe abortif, incapable de reagir. 



C0 2 " 
I 

CH 2 

I 

CH 2 

I 

C0 2 " 
succinate 



C0 2 " 
I 

HC 

II 

CH 

I 

C0 2 " 



C0 2 " 

I 

CH 2 
I 

C0 2 " 



3len que le succinate et le malonate 
alent une structure sufflsamment 
proche pour se fixer sur le meme site 
de I'enzyme, le malonate ne possede 
pas le qroupement dimSthylene qui 
lul permettralt de sublr la reaction 
de deshydroqenatlon. 



fumarate malonate 
5.1 - Reaction catalysee par la succinate deshydrogenase 



C'est un exemple d' inhibition competitive, ainsi appelee puisque le substrat et 
l'inhibiteur sont en competition pour le meme site de fixation. De maniere gene- 
rale, le mecanisme peut etre represente par le schema de la figure 5.2, dans lequel 
EI represente un complexe en « cul-de-sac ». La seule reaction que puisse subir EI 
est sa dissociation pour redonner E et I. Selon 1' argument qui sera developpe dans 
le § 6.3.6, la concentration de ce complexe est definie a partir de la constante 
d'equilibre, K ic =([ E ] [ I ])/ [ EI ] , qui est appelee la constante d'inhibition, ou 
plus explicitement, la constante d'inhibition specifique. Elle est plus simplement 
representee par le symbole K t lorsque le caractere competitif est hypothetique. II est 
cependant important de noter que le schema de la figure 5.2 n'est pas le seul qui 
puisse representer une inhibition competitive et que la constante d'inhibition est 
equivalente a une constante d'equilibre uniquement parce qu'elle derive du 
mecanisme choisi et non parce qu'il s'agit d'une inhibition competitive : il est 
parfaitement possible d' avoir une inhibition competitive sans que la constante 
d'inhibition ne soit une constante d'equilibre. Dans de nombreux types d'inhibition 
plus complexe, incluant la majorite des cas d'inhibition par le produit, la constante 

d'inhibition n'est pas une constante d'equi- 
libre reelle parce que le complexe enzyme- 
inhibiteur ne constitue pas un « cul-de-sac ». 



El 



A + E 
+ 
I 



EA 



E + P 



5.2 - Mecanisme d'une inhibition competitive 

L'equation qui definit une inhibition lineaire competitive et qui s'applique non seu- 
lement au mecanisme de la figure 5.2 mais a tout autre mecanisme d'inhibition 
competitive, est celle de l'equation [5.3] : 

VIA] 
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dans laquelle [I] est la concentration d'inhibiteur libre et V et K m ont leur 
signification habituelle. L'equation a la forme de l'equation de MlCHAELIS et 
Menten, c'est-a-dire qu'elle peut s'ecrire sous la forme suivante : 

v = J^HIAL [5 . 4] 

KT + [A] 

ou V app et K app sont les valeurs apparentes des parametres V et K m qui sont 
donnees par les equations suivantes : 

V app = V [5.5] 
f 

K app K 



K 

yapp vlK, 



\ + tU-\ [5.6] 



K a m pp l + ([I]/K ic ) 



[5.7] 



En consequence, l'effet de l'inhibiteur competitif est de diminuer la valeur 
apparente de V/K m d'un facteur l + ( [ I J / K ic ) tandis que la valeur de V reste 
inchangee. 

Puisque les equations [5.5] a [5.7] defmissent l'inhibition competitive sans egard 
pour le mecanisme implique et qu'elles montrent que l'effet essentiel de l'inhi- 
biteur competitif est de reduire la constante apparente de specificite, il serait 
preferable d'utiliser le terme inhibition specifique. Dans le contexte ou l'activation 
est egalement consideree, cela representerait une amelioration importante de la 
terminologie, mais il n'est pas realiste de demander aux biochimistes d'abandonner 
un terme utilise depuis plus de 80 ans pour eviter une confusion avec un pheno- 
mene moins courant deactivation specifique. Pour cette raison, nous continuerons 
d'utiliser le terme inhibition competitive dans ce livre, bien que nous attirons 
l'attention sur le fait qu'il s'agit d'une definition operationnelle 7 , et non pas d'une 
definition basee sur un mecanisme, en accord avec les recommandations de 
1'IUPAC (1981) et de 1'IUBMB (IUB, 1982) concernant la terminologie cinetique. 



5.2.2. Inhibition mixte 



Les presentations les plus elementaires des phenomenes d'inhibition de l'activite 
enzymatique ne considerent que deux types : l'inhibition competitive et V inhibition 
non-competitive. 



1. Une definition operationnelle exprime une observation, sans aucun egard vis-a-vis 
de la maniere dont le phenomene est interprete, alors qu'une definition mecanique 
repose sur une interpretation. Les definitions mecaniques de comportements 
cinetiques sont tres couramment utilisees, mais leur desavantage est que des 
observations ne peuvent etre decrites qu'a partir du moment ou elles ont ete 
interpretees, alors qu'en recherche, on est souvent amene a decrire les obser- 
vations avant qu'une interpretation satisfaisante ne soit obtenue. 
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L'inhibition competitive est un mecanisme authentique d' inhibition, particuliere- 
ment important dans la nature, mais l'inhibition non-competitive se rencontre 
essentiellement dans les manuels d'enzymologie et nous n'en discuterons pas de 
maniere detaillee dans ce livre. Cette situation est nee du fait que Michaelis et ses 
collaborateurs, qui etaient les premiers a etudier les phenomenes d' inhibition, 
consideraient que certains inhibiteurs pouvaient agir en diminuant la valeur appa- 
rente de V sans modifier la valeur de K m . Un tel effet representait une alternative 
evidente a l'inhibition competitive et elle a ete denommee inhibition non-compe- 
titive. II est difficile d'imaginer une explication raisonnable pour un tel comporte- 
ment : il serait necessaire de supposer que l'inhibiteur interfere avec les proprietes 
catalytiques de l'enzyme sans avoir aucun effet sur la fixation du substrat ; en 
d'autres termes cela signifierait que deux molecules avec des proprietes differentes 
auraient des constantes identiques de fixation par l'enzyme. Un tel comportement 
est possible pour des inhibiteurs de tres petite taille, comme des protons ou des ions 
metalliques, mais semble hautement improbable dans les autres cas. 

L'inhibition ou l'activation non-competitive par des protons est, en realite, un 
phenomene courant. II existe plusieurs exemples d' inhibition non-competitive par 
des metaux lourds, bien que certains de ceux-ci (sinon tous), soient en realite 
des exemples d'inhibition irreversible partielle, que nous decrirons ci-dessous. 
L'inhibition non-competitive par d'autres especes moleculaires est tres rare, et 
les exemples les plus couramment cites, tel que l'inhibition de l'invertase par 
l'a-glucose (NELSON et ANDERSON, 1926) et l'inhibition de l'arginase par 
differents composes (Hunter et Downs, 1945) sont apparus, apres examen des 
donnees originales, comme des exemples d'inhibition mixte ou resultent de la 
confusion entre une inhibition reversible non-competitive et une inactivation 
irreversible partielle. En general, il est preferable de considerer l'inhibition non- 
competitive comme un cas parti culier et peu interessant de l'inhibition mixte. 

Dans le cas d'une inactivation irreversible partielle, il n'est pas particulierement 
important de determiner si l'effet primaire de l'inactivation se marque sur V, 
V I K m ou K„„ parce que, quoiqu'il en soit, le resultat net est une disparition de 
molecules d'enzyme du systeme, les molecules non-affectees se comportant 
normalement. Cependant, comme V = k [EJ est le produit de la constante 
catalytique k et de la concentration d'enzyme active [E] , la valeur de ce 
parametre diminuera, que ce soit la valeur de k qui diminue (inhibition non- 
competitive authentique) ou que ce soit la concentration d'enzyme actif qui 
diminue (inactivation irreversible partielle). 

L'inhibition lineaire mixte est un type d'inhibition qui implique a la fois des effets 
catalytiques et des effets specifiques, c'est-a-dire qu'aussi bien V app / K^ p que 
yapp var j en t avec j a concentration d'inhibiteur en accord avec les equations 
suivantes : 



V 



[5.8] 
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l + ([IJ/K iu ) 

= [5.10] 

KT 1 + ([IJ/K ic ) 

Le mecanisme le plus simple qui puisse expliquer ce comportement est celui dans 
lequel l'inhibiteur peut se fixer a la fois sur l'enzyme libre pour donner un 
complexe EI avec une constante de dissociation K ic , et sur le complexe enzyme- 
substrat pour donner le complexe EAI avec une constante de dissociation K iu , 
comme montre dans le schema de la figure 5.3. Dans ce schema, les deux reactions 
de fixation de l'inhibiteur sont considerees comme des voies en cul-de-sac et sont 
done des equilibres (§ 6.3.6.3), mais comme EI et EAI existent, aucune raison 
mecanique evidente ne permettrait d'expliquer que A ne puisse pas se fixer sur le 
complexe EI pour former EAI. Si cette reaction est incluse dans le mecanisme, 
l'equation de vitesse est plus complexe et implique des termes en [A] 2 et [I J 2 . 
De tels termes s'annulent uniquement si toutes les etapes de fixation ont atteint 
l'equilibre, e'est-a-dire si toutes les etapes de dissociation des substrats et des 
produits sont rapides par comparaison avec l'etape de conversion de EA en 
produits, et aucune raison ne justifie une telle situation. Cependant, la deviation 
predite par rapport a des cinetiques simples est difficile a detecter experimen- 
talement et l'obeissance a une cinetique 
simple n'est pas une preuve irrefutable 
demontrant que K„„ K ic et K iu sont de vraies 
constantes d'equilibre de dissociation. 



A + EI^j ^rEAI 



5.3 - Mecanieme produieant une inhibition mixte 




E + P 



Bien qu'il soit pratique de defmir l'inhibition mixte a partir de la figure 5.3, ce type 
d' inhibition est souvent rencontre dans le processus d' inhibition par le produit. 
Si un produit est libere dans une etape qui genere une forme d' enzyme differente 
de celle qui fixe le substrat, les predictions indiquent que l'inhibition par le produit 
obeit aux equations [5.8] a [5.10]. Cette conclusion ne depend pas des hypotheses 
d'equilibre, e'est-a-dire qu'elle est une consequence necessaire du traitement a 
l'etat stationnaire, comme il est facile de le demontrer a partir des methodes qui 
seront decrites dans le § 6.3. Le plus simple parmi divers mecanismes de ce type 
est celui dans lequel le produit est libere dans la deuxieme etape d'un mecanisme 
en comportant trois, comme decrit dans la figure 5.4. 

ki h 

Dane ce mecanisme aucune des deux A + E < * EA < * E' + P 

constantes d'inhibition n'est une t ~ ] ~ 2 J 

veritabie constante d'equilibre. 

5.4 - Mecanisme d'inhibition mixte par ie produit 
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Des exemples plus complexes abondent dans les reactions impliquant plus d'un 

substrat ou d'un produit, comme nous le verrons dans le chapitre 6. Dans ces cas, 

l'assimilation des constantes K ic et K iu avec des constantes de dissociation n'est pas 

utile. Meme dans un exemple aussi simple que celui de la figure 5.4, dans lequel le 

produit P agit comme un inhibiteur mixte plutot que comme un inhibiteur competitif, 

puisqu'il se lie a une forme de l'enzyme differente de celle qui fixe A, les constantes 

. , „ ( k_, + k 2 ) k-i TJr (kj+ki.) , 

a inhibition sont donnees par K ic = - — et K iu = -, dont aucune 

k-ik 2 k_ 2 

n'est une veritable constante d'equilibre sauf si k 3 « k 2 . 

La rarete avec laquelle les authentiques inhibitions non-competitives sont rencon- 
trees a conduit quelques enzymologistes a generaliser ce terme pour englober tous 
les cas d'inhibition mixte. II ne semble pas y avoir d'avantage a proceder de la 
sorte : excepte qu'un terme court et non ambigu est remplace par un terme plus 
long et ambigu, ne faisant qu'ajouter de la confusion a une nomenclature qui est 
deja confuse. Pour eviter toute ambigui'te, il est preferable de reserver le terme 
d'inhibition non-competitive pour les rares cas ou Ton souhaite faire reference a 
l'inhibition non-competitive pure. 



5.2.3. L'inhibition anti-competitive 2 (inhibition cataiytique) 

L'inhibition anti-competitive se manifeste par des effets opposes a ceux de 
l'inhibition competitive ; il s'agit du cas ou l'inhibiteur diminue la valeur apparente 
de Fsans avoir d'effet sur la valeur de V/K m : 

V app = —, [5.11] 

\ + ([Ij/K iu ) 

K app = Km_ [512] 

l + ([I]/K tu ) 

V a PP V 

^ = [5.13] 

La constante d'inhibition anti-competitive K lu peut etre representee simplement par 
Kj quand le caractere anti-competitif est etabli, mais comme cela n'est generale- 
ment pas le cas, il est preferable d'utiliser le symbole le plus explicite. La compa- 
raison des equations [5.11] a [5.13] avec les equations [5.8] a [5.10], montre que 
l'inhibition anti-competitive est un cas limite de l'inhibition mixte dans lequel K lc 



2. Bien que le terme « anti-competitive » soit egalement utilise par les anglo-saxons, 
ceux-ci preferent generalement utiliser le terme « uncompetitive » pour denommer 
ce type d'inhibition. Cette derniere denomination n'ayant pas de traduction 
frangaise simple et non-ambigue, nous avons choisi d'utiliser ici le terme « anti- 
competitive » qui marque /'opposition des effets sur V et V/K m vis-a-vis de 
/'inhibition competitive. 
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tend vers 1'infini ; c'est-a-dire pour lequel [I j/K ic est negligeable quelle que soit 
la valeur de [I], et done pour lequel ce terme disparait des equations [5.8] a 
[5.10]. C'est done le contraire de 1' inhibition competitive qui represente 1' autre cas 
limite de 1' inhibition mixte ou K iu tend vers 1'infini. 

L'inhibition anti-competitive est egalement, du moins en principe, le pendant de l'inhi- 
bition competitive au point de vue du mecanisme reactionnel, puisque les mecanismes 
predits pour ce type d'inhibition impliquent que l'inhibiteur se fixe sur le complexe 
enzyme-substrat et non sur 1' enzyme libre. Un exemple d'une grande importance 
clinique est l'inhibition de la monophosphatase du myo-inositol par l'ion Li + . Cet ion 
est utilise pour traiter certains cas de depression et sa selectivity pour les cellules 
presentant une activite excessive de transduction du signal est consistante avec le 
caractere anti-competitif de l'inhibition (POLLACK et al., 1994). De tels mecanismes ne 
sont cependant pas particulierement communs et l'inhibition anti-competitive se 
rencontre principalement comme un type d'inhibition par le produit qui est commun 
dans les reactions impliquant plusieurs substrats et plusieurs produits. 

Le Comite de Nomenclature de 1 'IUB ( 1 982) a choisi d'utiliser le terme uncompetitve 
pour denommer ce type d'inhibition. Neanmoins, comme nous en avons discute 
dans la note [2], ce terme n'a pas de traduction simple en francais. La denomina- 
tion « anti-competitive » utilisee ici, marque mieux le fait que ce type d'inhibition 
se trouve a 1' oppose de l'inhibition competitive et de nombreux manuels en langue 
anglaise, tel que celui de Laidler et Bunting (1973), utilisent egalement le terme 
« anti-competitif ». Toutefois, l'appellation « inhibition anti-competitive » n'est 
pas aussi fermement etablie que son opposee, et il y a de bonnes raisons de l'aban- 
donner au profit du terme inhibition catalytique : 

► le terme « anti-competitif » n'est pas utilise dans le langage courant et en 
pratique il est generalement confondu avec le terme « non-competitif », lui-meme 
utilise de diverses manieres dans la litterature biochimique ; 

► l'inhibition anti-competitive est beaucoup moins courante que l'inhibition com- 
petitive et done le terme ne peut pas etre valide par un usage universel. 

5.2.4. Resume dee typee d'inhibition i'meaire 

Les proprietes des differents types d'inhibition lineaire sont resumees dans le 
tableau 5.1. Elles sont faciles a memoriser pour peu que les points suivants soient 
pris en compte : 

► Les deux cas limites sont l'inhibition competitive (specifique) et l'inhibition anti- 
competitive (catalytique) ; l'inhibition non-competitive pure est simplement un 
cas special d'inhibition mixte dans lequel les deux constantes d'inhibition K ic et 
K iu ont la mime valeur. 

► Les effets des inhibiteurs sur V pp / K^ p et sur V pp sont simples et reguliers ; si 
les grandeurs de ces parametres sont diminuees par la presence de l'inhibiteur, 
elles le sont respectivement par des facteurs l + ( [ I] / K ic ) et 1 + ( [I] jK iu ) . 
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► Les effets des inhibiteurs sur K app sont confus ; ils sont le plus facilement 
memorises en assimilant K app a V app / (V app / K app ) et non a un parametre a part 
entiere. 

Tableau d.1 - Caracterietiques dee inhibitione iineairee 
Type d'inhibition V pp V app j K app K^ p 

Competitive V : 77V^ , K - 1 1 + ^ 



Mixte 



\+([i]/K ic ) y K ic ) 

V V/K m K m [l + ([IJ/K,j] 

\ + ([Ij/K nl ) \ + ([I]lK ic ) 1 + ([I]/K iu ) 



Non-competitive pure » l+( Jj/ Ki J iJfl^K.J ^ 
Anti-competitive 1 +( Jj/k,J £ 1 + Jki 



5.3. Presentations graphiques 
des result ats des \nh\3\t\0ns 

Chaque graphique decrit dans le § 3.5 peut etre utilise pour diagnostiquer le type 
d' inhibition, puisque chacun fournit une estimation de la valeur apparente des 
parametres cinetiques. Par exemple, si des graphiques de [A]/v en fonction de 
[A] sont traces pour differentes concentrations d'inhibiteur I, l'ordonnee a l'ori- 
gine Kl PP jV app varie avec [I] s'il y a une composante specifique dans l'inhibition, 
alors que la pente \/V app varie avec [I] s'il y a une composante d'inhibition 
catalytique. Alternativement, si des representations lineaires directes de V app en 
fonction de K app sont realisees pour chaque valeur de [I J, le point d'intersection 
commun se deplace dans une direction qui est caracteristique du type d'inhibition : 
pour l'inhibition competitive, le deplacement s'opere vers la droite ; pour l'inhibition 
anti-competitive, le deplacement s'opere vers l'origine des axes ; pour l'inhibition 
mixte, le deplacement est intermediaire entre ces deux extremes. Des exemples de 
ces differentes possibilites sont presentes schematiquement dans la figure 5.5, et un 
exemple de resultats experimentaux est presente dans la figure 5.6. 



3. Puisque /'inhibition non-competitive pure est simplement un cas special de 
/'inhibition mixte dans lequel les deux constantes d'inhibition sont identiques, 
K jc = K iu , il n'est pas strictement necessaire d'utiliser ces deux sym boles dans cette 
ligne du tableau. Nous I'avons fait, cependant, pour preserver la regularite des 

colonnespour V app et V app /K%> p . 
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a 


V a PP 








ft 






Competitive 





d 


yapp 








ft 






Anti-competitive 



K, 



"VP 



5.5 - Effete dee differente types d'inhibition eur la localieation du point d'intereection 
dee droitee dane \e graphio\ue lineaire direct (voir figure 3.14) 



V a PP (nM miir 1 ) 16 




(mM) 

5.G - Graphie\uee lineairee directe pour ie cae d'une inhibition competitive 

La figure provient de {'article d'EiSENTHAL et Corhish-Bowden (1974) et montre dee donnees 
d'inhibition par I'acetyl-L-phenylalanine D-phenylalanine de I'hydrolyse catalysee par la 
pepsine de \a N-acetyl-3,5-dinitro-L-tyrosyl-L-phenylalanine. Four chat\ue concentration de 
eubetrat, \a viteese \a plus elevee est observee en absence d'inhibiteur et la plus faible en 
presence de 0,525 mM d'inhibiteur. 



D'autres graphiques sont necessaires pour determiner les valeurs reelles des 
constantes d'inhibition. L'approche la plus simple consiste a estimer les constantes 
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cinetiques apparentes pour plusieurs concentrations d'inhibiteur en utilisant les 
methodes decrites dans le § 3.5, et ensuite de tracer les graphiques de K" pp /V app et 
de \/V app en fonction de [I J. Dans chaque cas, le resultat devrait etre une droite, 
qui croise l'axe des [ I ] a une valeur egale &-K ic dans le graphique ou K app jV app 
est represents et qui croise l'axe des /"// a une valeur egale a -K iu dans le 
graphique ou l/V app est represents. II peut sembler plus naturel de determiner la 
valeur de - K lc en portant en graphique K app en fonction de [I] plutot que 
K app \V app , mais cette pratique n'est pas recommandable pour deux raisons. Elle 
est seulement valable si l'inhibition est competitive et elle donne une courbe plutot 
qu'une droite si l'inhibition est mixte ; meme si l'inhibition est strictement com- 
petitive, cette representation est beaucoup moins precise puisque la valeur de K^ pp 
ne peut jamais etre estimee aussi precisement que celle de K" pp /V app . 

Une autre methode permettant d'estimer K ic , introduite par DIXON (1953), est aussi 
couramment utilisee. L'equation complete pour l'inhibition mixte peut etre ecrite 
de la maniere suivante : 

v = 7 7TT\ / TTTT [ 5 - 14 l 



K„ 



l + ^\+[A] 



1 + ^ 



En prenant la reciproque des deux cotes de l'equation et en introduisant les indices 
1 et 2 pour distinguer les mesures realisees a deux concentrations differentes de 
substrat, [AJ { et [A ] 2 , nous obtenons les deux equations : 

K m ^ [A], 



K m + [A] 2 



fin ^+ 

l_ = K m +[A] l [ [K lc K lu y ^ j 

vi V[A] y V[A] X 
f 

[11 



1 _ K m +[A] 2 



Kir Kj, 



+ ^ -^-^ [5.16] 

v 2 V[A] 2 V [ A] 2 

Ces deux equations indiquent que le graphique de l/v en fonction de [ I ] h. une 
valeur constante de [A ] est une droite. Si deux de ces droites sont dessinees, a 
partir de mesures realisees a deux concentrations differentes de A, le point 
d'intersection peut etre determine en fixant l/v l =l/v 2 : 



r i j\ K m | [A]\ I . j J K m | [A] 



L 1 J\ 1 / 1 J\ 1 

K m +[A] l [ [K ic 4 J = K m +[A] 2 | {K^ Km , f , ni 
V[A] X V[A] X V [ A] 2 V [ A] 2 

r 



ou 



K m 
V 



[AA [A] 2 )\ K, 



1 i-]\ l+ £LL =0 [5.18] 



l — ( k Ik ) 

et ainsi, [I] = -K ic et l/v = — - — y- — — au point d'intersection. 
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En principe, si plusieurs droites sont tracees pour differentes valeurs de [A] , elles 
devraient toutes se couper au meme point ; en pratique, les erreurs experimentales 
provoquent habituellement quelques variations. 

II faut noter que les termes renfermant K iu s'eliminent dans l'equation de [5.17] pour 
donner l'equation [5.18]. En consequence, le graphique de DIXON fournit une valeur 
de K ic quelle que soit la valeur de K iu , c'est-a-dire qu'il donne une mesure de la 
composante specifique de 1'inhibition que celle-ci soit competitive, mixte ou pure- 
ment non-competitive. La coordonnee horizontale du point d'intersection ne permet 
pas de distinguer parmi ces trois possibilites, mais puisque les deux constantes 
d'inhibition contribuent a la definition de la coordonnee verticale, la position de ce 
point par rapport a l'axe des abscisses donne une information qualitative : l'inter- 
section au-dessus de l'axe indique que la composante competitive de l'inhibition est 
plus forte que la composante anti-competitive et vice versa. Dans le cas d'une 
inhibition anti-competitive, quand K ic est infini, le graphique de DIXON produit des 
droites paralleles. 

Bien que le graphique de Dixon ne fournisse pas la valeur de la constante 
d'inhibition anti-competitive K iu , une derivation similaire montre que cette 
constante peut etre obtenue en tracant le graphique de [Aj/v en fonction de [I] a 
plusieurs concentrations de A (CORNISH-BOWDEN, 1974). Dans ce cas, un 
ensemble different de droites est obtenu, qui se croisent en un point ou [I] = K iu 
et [A J = K m [l-(K iu /K ic )] 
6 v V 

Les deux types de graphique sont representes schematiquement pour les differents 
types d'inhibition dans la figure 5.7, et un exemple de resultats experimentaux est 
presente dans la figure 5.8. 

5.4. Relation entre les constantes d'inhi5ition 
etla concentration de demi-inhi3iti0n 

En biochimie, il est habituel de rapporter les caracteristiques d'un inhibiteur en 
termes du type d'inhibition implique et des constantes d'inhibition, comme nous 
l'avons fait jusqu'a present dans ce chapitre. D'un point de vue mecanique, il s'agit 
de l'approche appropriee, puisqu'elle se rapporte directement au mecanisme 
d'inhibition qui est implique. Neanmoins, l'inhibition des enzymes est egalement 
d'une importance cruciale en pharmacologie, et pour des raisons evidentes, les 
pharmacologistes sont beaucoup plus interesses par les effets de l'inhibition que 
par le mecanisme cinetique. En consequence, il est tres courant en pharmacologie 
de caracteriser un inhibiteur par la concentration f I J 5 qui reduit la vitesse de la 
reaction dans les conditions utilisees a 50% de la vitesse en absence d'inhibiteur. 
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Cette concentration [ I J 05 n'est egale a aucune des constantes habituelles d'inhi- 
bition, excepte dans le cas d'une inhibition non-competitive pure, qui est tres rare- 
ment rencontree dans la pratique (voir § 5.2.2) pour constituer un exemple utile : en 
general, il est plus prudent de dire que f I 7 0,5 n'est pas une constante d'inhibition 
et qu'il est necessaire de connaitre le type d'inhibition pour la convertir en l'une de 
ces constantes. Cheng et Prusoff (1973) et Brandt, Laux et Yates (1987) ont 
presente des analyses detaillees de ces relations qui decoulent de l'equation 
habituelle pour une inhibition mixte (equation [5. 12]). 




-K ic Jo [I] o [I] 




o PJ -K iu Jo [I] 



5.7 - Determination des constantes d'inhibition competitive et anti-competitive 

a - La valeur de K lc est donne par les graphiques de Vv en fonction de [ I ] pour differentee 
valeurs de [A] (Dixon, 19531?). b - La valeur de K lu est determinee par les graphiques de [A]/v 
en fonction de [I] pour differentes valeurs de [A] (Cokni5H-3owden, 1974). Pans le cas 
d'une Inhibition mixte, le point d'intersection peut etre au-dessus de I'axe dans le premier 
qraphique et en dessous dans le second ou vice et versa. II peut eqalement se situer sur 
I' axe dans les deux qraphiques si K lc = K iu . 
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1/v (mM _1 min) 




[MgATP 2 -]/v(min) 



• 8,8 

A 2,58 
o 1,72 
■ 0,645 

* 0,344 



- 10 10 20 30 
[Glucose 6-phosphate] (mM) 




10 20 30 

[Glucose 6-phosphate] (mM) 



5.3 - Inhibition de I'hexokinase par le Qlucoee G-phoephate 
(Stoker et Corn\sh-3owden, 1977) portee en graphic\ue comme dane la figure 5.7 

Les concentrations de MgATF 2 ' eont &,& mM (%), 2,5& mM (A), 1,72 mM (O), 0,645 (M) et 
0,344 mM (A). La combinaison des droites secantes dans le graphique (a) et des droites 
paralleles dans le graphique (b) indique une inhibition competitive avec K jc = 11,5 mM. 

Si nous rearrangeons celle-ci pour trouver la valeur de [I] pour laquelle l/v (dans 
un graphique de DIXON) ou [Aj/v (dans un graphique de [Aj/v en fonction de 
[I ]) est egal a zero, nous obtenons la valeur suivante (CORTES et al., 2001) : 

K m +[AJ 



[I] = 



(K m /K ic ) + ([A]/K iu ) 



[5.19] 



Ce resultat n'est pas par lui-meme d'une importance immediate, mais si nous 
ignorons le signe negatif et substituons la valeur positive resultante dans 1' equation 
[5.14], le resultat est une vitesse egale a la moitie de la vitesse v en absence 
d'inhibiteur : 

VfAJ 



v = 



2(K m +[A]) 



= 0,5 v 



[5.20] 



II decoule de cette equation que l'intersection avec l'axe des abscisse, dans un 
graphique de DIXON ou dans un graphique de [Aj/v en fonction de [I J, est egale 
a -/V/0,5, et que laisser tomber le signe negatif de l'equation [5.19] montre la 
dependance exacte de [I J os vis-a-vis de la concentration de substrat et des autres 
parametres : 

K m +[A] 



[Ih.s = 



[5.21] 



(KjK, c ) + ([A]/K iu ) 

Ce resultat peut egalement etre obtenu en substituant v, = 0,5 v dans l'equation 
[5.18]. 
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5.5. Inhibition par competition avec un 5U35Trat 



5.5.1. Specificite de I' enzyme 

Les etudes experimentales des enzymes sont generalement realisees avec un seul 
substrat present dans le melange reactionnel, c'est-a-dire en absence de substrat 
alternatif capable de subir la meme reaction 4 . En effet, la presence de substrats en 
competition complique l'analyse sans apporter d'information supplemental a 
celle obtenue en etudiant les deux substrats separement. Cependant, ceci implique 
une difference majeure entre la pratique experimentale et les conditions physiolo- 
giques dans lesquelles l'enzyme fonctionne habituellement : la plupart des enzymes 
ne sont pas parfaitement specifiques pour un seul substrat et doivent souvent 
choisir parmi les quelques-uns (et meme parfois quelques millions, comme dans 
l'exemple [5.10]) qui sont disponibles simultanement. Pour etre significative dans 
le contexte physiologique, la specificite d'un enzyme doit etre defmie en terme de 
l'efficacite avec laquelle l'enzyme est capable de discriminer entre plusieurs 
substrats presents dans le meme melange reactionnel. Ceci ne signifie pas qu'elle 
ne peut pas etre determinee a partir des parametres cinetiques de l'enzyme pour les 
differents substrats individuels, mais cela signifie que ces parametres doivent etre 
interpretes correctement. 

Le cas le plus simple a considerer est celui dans lequel sont en competition deux 
substrats qui individuellement donnent des cinetiques de MlCHAELIS et MENTEN 
quand ils sont etudies separement (figure 5.9). II s'agit d'une version legerement 
^ ^ simplifiee du mecanisme qui sera decrit 

E + A < * EA »- E + P dans le § 6.3.4. 



k 



k'i k' 2 

£ + A' < " ea' *■ E + P' ^.S - Competition entre substrate 

k'-j pour le meme enzyme 

II fournit la paire suivante d' equations de vitesse : 

^[A] 

v = ^= j V[A j, = ^ [5.22] 



fA'A , [A] [A'l 

\ + L ^ 7 J -\+[A] 1 + ^- + ^-^ 
K' m J K m K' m 



4. Cette situation doit etre soigneusement distinguee de celle ou l'enzyme necessite 
deux ou plusieurs substrats pour que la reaction puisse avoir lieu. Par exemple, 
I'hexokinase catalyse une reaction entre le glucose et I' ATP, dans laquelle glucose 
et ATP ne sont pas des substrats alternatifs mais sont tous les deux necessaires 
pour la reaction. Par contre, I'hexokinase accepte egalement le fructose et d'autres 
hexoses a la place du glucose et done, si du glucose et du fructose sont presents 
simultanement dans le melange reactionnel, ces deux substrats sont en 
competition I'un avec I'autre pour interagir avec l'enzyme. 
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A ( [Al\ . [A] [A'] 

dans lesquelles V = k 2 [EJ et V = k' 2 [ E ] a sont les vitesses limites et 
K m =(k_ l + k 2 )/k l et K' m =(k'_ l +k' 2 )/k\ sont les constantes de Michaelis 
pour les deux reactions prises isolement. Chacune de ces equations a la forme de 
l'equation [5.3], l'equation caracteristique de l'inhibition competitive ; ainsi, si 
nous mesurons la constante d'inhibition specifique pour un substrat en competition 
en le traitant comme s'il s'agissait d'un inhibiteur, la valeur qui est obtenue est 
celle de la constante de Michaelis. Ceci est illustre dans le tableau 5.2 qui montre 
les valeurs de K m pour les mauvais substrats de la fumarase determinees direc- 
tement ou par competition. Dans chaque cas, les valeurs de K m mesurees par les 
deux methodes sont en accord dans les limites des erreurs experimentales. 

Tableau 5.2 - Parametres c\r\et\<\ues pour \es substrate de la fumarase 



Substrat 


K (s" 1 ) 


K m (mM) 


« K t » (mM) 


^- (s" 1 mM" 1 ) 


Fluorofumarate 


2 700 


0,027 




100000 


Fumarate 


800 


0,005 




160000 


Chlorofumarate 


20 


0,11 


0,10 


180 


Bromofumarate 


2,8 


0,11 


0,15 


25 


Iodofumarate 


0,043 


0,12 


0,10 


0,36 


Mesaconate 


0,023 


0,51 


0,49 


0,047 


L-Tartrate 


0,93 


1,3 


1,0 


0,72 



Les donneee proviennent de meeuree realieeee a 25°C dans un tampon a pH7,3. Lee 
valeurs de la constante catalytique k (c'est-a-dlre V/E , voir § 3.3.3) et de K m ont ete 
mesurees par des experiences cinetiques conventionnelles. Les valeurs dans la colonne 
intitulee « K, » sont des valeurs de K m , pour de mauvais substrats, mesurees en traitant 
ceux-ci comme des inhibiteurs competitifs de la reaction utilisant le fumarate comme 
substrat. Le tableau est adapte d'apres Teiple, Haas et Hill (1963). La constante k /K m 
est aussi appelee constante de specificite (k A ). 

Un point plus important a noter a partir des equations [5.22] et [5.23], qui est 
egalement illustre par les donnees du tableau 5.2, est qu'elles fournissent les bases 
pour une definition rigoureuse de la specificite d'un enzyme. Considerons les 
parametres pour le fluorofumarate et pour le fumarate. Si les deux reactions sont 
considerees isolement, la valeur de k pour le fluorofumarate est environ trois fois 
plus elevee que celle pour le fumarate. Cependant, la situation est inversee aux 
faibles concentrations, parce que la valeur de k / K m est environ 60% plus elevee 
pour le fumarate que pour le fluorofumarate. Lequel de ces resultats est le plus fon- 
damental, en d'autres termes, quel est le substrat le plus specifique ? La question 
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peut apparaitre comme un simple probleme de definition, mais une reponse claire 
et satisfaisante ne peut etre apportee qui si nous realisons qu'il est artificiel de 
considerer les deux substrats isoles l'un de l'autre. Afin de determiner la specificite 
dans un contexte physiologique, nous devons considerer la proportion de la 
reaction impliquant chaque substrat lorsque ceux-ci sont melanges, une information 
qui peut etre determined en divisant l'equation [5.22] par l'equation [5.23] : 
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[5.24] 



Jusqu'a present 1 'utilisation du nom constante de specificite pour designer le 
parametre k A =k Q /K m (introduit dans le § 3.3.4) pouvait sembler arbitraire, mais 
l'equation [5.24] revele que c'est ce parametre qui defmit le rapport des vitesses 
dans une situation ou il y a une competition entre substrats presents simultanement 
dans le melange reactionnel, et que done il exprime la capacite d'un enzyme a 
discriminer les differents substrats. Des lors, dans un melange equimolaire de 
fumarate et de fluorofumarate, quelle que soit leur concentration, la vitesse 
d'hydratation du fumarate catalysee par la fumarase est 60% plus rapide que celle 
du fluorofumarate. Le fumarate est le substrat le plus specifique. 

5.5.2. Test du deroulement simultane de deux reactions 



A partir des equations [5.22] et [5.23], la vitesse globale v tot = v + v' pour les deux 
reactions en competition peut etre exprimee de la maniere suivante : 



= v + v' = 
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[5.25] 
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Supposons maintenant que des concentrations de reference, [A] = [AJ et 
[A'] = [A'J , sont obtenues (experimentalement) de telle sorte que : 



VfAJp 
K m +[AJ 



= V'fA'Jp = 
K' m +[A'J 



[5.26] 



e'est-a-dire qu'il existe des concentrations de chacun des substrats qui donnent la 
meme vitesse (a la meme concentration d'enzyme) lorsque l'autre substrat est 
absent. Si une serie de melanges est preparee dans laquelle les concentrations sont 
interpolees lineairement entre zero et leur concentration de reference, e'est-a-dire : 



[A] = (l-r)fAJ 
[A' J = r[A'J 



[5.27] 
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alors l'equation [5.26] prend la forme suivante : 

\J^m J V A m J 
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= v [5.28] 



La troisieme forme de cette equation provient de la seconde en utilisant l'equation 
[5.26] pour substituer V[A]jK m par v [l + ( [A]jK m )], et V'[A'J /K' m de 

maniere similaire. En conclusion, si les equations [5.22] et [5.23] sont valables, la 
vitesse totale pour les melanges prepares en accord avec l'equation [5.27] est inde- 
pendante des proportions de chacun des substrats dans le melange. Un graphique 
de v tot en fonction de r, connu sous le nom de graphique de competition, fournit 
alors un test permettant de determiner si les deux substrats sont en competition 
pour le mime site actif de l'enzyme. L'examen d'une plus large gamme de 
modeles possibles que celui decrit par les equations [5.21] et [5.22], montre qu'il 
existe essentiellement trois possibilites (CHEVILLARD, CARDENAS et CORNISH- 
BOWDEN, 1993) : 

1. La competition pour un seul site - Le graphique ne montre aucune dependance 
de v tot sur r, c'est-a-dire qu'il donne une droite horizontale, comme illustre dans 
la figure 5.10a dans le cas de la competition entre le glucose et le fructose pour 
le site actif de l'hexokinase de levure. 

2. Les reactions se deroulent dans des sites separes - Si les deux reactions sont 
completement separees sans qu'il n'y ait d'interaction entre un des enzymes et le 
substrat de l'autre enzyme, le graphique apparait comme une courbe passant par un 
maximum. En realite, il s'agit la d'un cas extreme, parce que si les deux substrats 
partagent quelques similarites, on s' attend a ce que chacun inhibe l'enzyme pour 
l'autre substrat. Cependant, etant donne que chaque substrat se fixe plus fortement 
sur son propre enzyme que sur l'autre, le comportement est qualitativement 
identique, c'est-a-dire que le graphique a la forme d'une courbe passant par un 
maximum, comme illustre dans la figure 5.10b pour la phosphorylation du glucose 
et du galactose par un melange d'hexokinase et de galactokinase. 
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3. Les reactions sont antagonistes - Si les deux substrats reagissent sur des sites 
differents mais que chacun se fixe plus fortement sur le mauvais site que sur le 
bon, le graphique apparait comme une courbe passant par un minimum. Un tel 
cas n'est cependant pas tres couramment rencontre dans la pratique. 
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5.10 - Graphic\ues de competition 

lee donnees de CHEVILLARD, Cardenas et Cornish- Bowden (1993) pour la phosphorylation 
de melanges glucose/fructose par I'hexokinase de levure (a), et de melanges qlucosel galac- 
tose pour un melange d'hexokinase et de qalactokinase de levure (b). Dans les deux cas, les 
melanqes sont construits de sorte que la vitesse mesuree est la meme pour les substrats 
purs (voir le texte pour plus de details). Si les deux substrats sont en competition pour le 
meme site, la vitesse est Independante de la proportion des substrats, comme dans (a) ; 
quand les reactions se deroulent sur des sites dlstlncts, avec peu ou pas d'inhibltion 
croisee, la vitesse pour les melanqes d'lntermedl aires devralt etre superleure a celle pour 
les substrats purs comme dans (b). 



5.5.3. Protection par le eubetrat 

La presence du substrat de 1' enzyme a souvent pour effet de proteger 1' enzyme 
contre l'inactivation par un inhibiteur irreversible ; en d'autres termes, le substrat 
agit comme un inhibiteur de la reaction d'inactivation. Si la reaction normale du 
substrat est capable de se derouler (soit qu'il s'agisse d'un systeme a un seul substrat 
ou que les autres composants necessaires, comme par exemple l'eau, soient egale- 
ment presents), le schema reactionnel presente dans la figure 5.11 peut etre consi- 
dere comme la combinaison d'un schema representant la competition entre sub- 
strats et d'un schema de KlTZ- WILSON pour l'inactivation de l'enzyme (eq. [5.1]). 
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5.11 - Protection d'un enzyme 
par son substrat 



E + I 



EI 



E' (inactive) 



E+A 



EA 



E-P 



De la meme maniere, 1' equation de vitesse correspondante est obtenue comme la 
combinaison des equations [5.2] et [5.19] : 



La similitude entre cette equation et l'equation [5.3] est manifeste, bien que pour 
eviter toute confusion il faille souligner que, dans l'equation [5.29] les roles 
habituels du substrat et de l'inhibiteur sont inverses, et que v represente la vitesse 
de la perte d'activite et non la vitesse de la reaction catalysee par l'enzyme. En 
consequence, il est possible de determiner K m par les methodes que Ton utilise pour 
mesurer K ic dans les cas ordinaires d'inhibition competitive, a condition que nous 
nous rappellions que Fn'est pas une constante, puisque la valeur de ce parametre 
diminue au cours de l'inactivation : ainsi il faut d'abord obtenir une valeur 
apparente de la constante d'inhibition, K" pp , par la methode decrite dans le § 5.1.2 
pour ensuite obtenir la valeur de K„, a partir de la dependance lineaire vis-a-vis de 
la concentration de substrat A, K" pp = K, , [l + ( f A] / K m )] . 

En tant que methode permettant de determiner la valeur de K„„ celle-ci ne semble 
pas posseder d'avantage particulier sur les methodes conventionnelles. Son impor- 
tance reside dans la possibility de l'etendre au cas ou A est le premier substrat 
d'une reaction qui ne peut pas se derouler en absence des autres substrats (voir 
§ 6.5.1). Dans ce cas, la fixation du substrat dans l'experience d'inactivation est un 
simple equilibre, et l'analyse fournit une mesure de la vraie constante de disso- 
ciation K, plutot que celle de K„. Cette approche necessite seulement des quantites 
catalytiques d' enzyme et a ete appliquee a 1' etude de plusieurs enzymes (voir, par 
exemple, Malcolm et Radda, 1970 ; Anderton et Rabin, 1970) qui n'etaient 
pas disponibles en quantites suffisantes pour utiliser la dialyse a 1' equilibre ou une 
autres methode de fixation a 1' equilibre. 



5.6.1. D'wereee utilisations du terme « activation » 

Toute discussion de l'activation des reactions catalysees par des enzymes est 
compliquee par le fait que ce terme a ete utilise en enzymologie avec diverses 
significations. Nous l'utilisons ici comme le contraire de 1' inhibition reversible : un 
activateur est une espece moleculaire qui, en se combinant avec l'enzyme, a pour 



v = 



V[IJ 



[5.29] 
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effet d'augmenter son activite, sans que lui-meme ne subisse de reaction. D'autres 
processus qui sont couramment qualifies d'activation sont repris ci-dessous, mais 
ne seront pas discutes davantage dans ce manuel : 

1. Plusieurs enzymes, principalement des enzymes cataboliques extracellulaires 
comme la pepsine, sont secretes sous la forme de precurseurs inactifs, aussi 
appeles zymogenes, le pepsinogene dans le cas de la pepsine. Ces derniers sont 
convertis en enzyme actifs par proteolyse partielle, un processus qui est quel- 
quefois appele « activation des zymogenes ». 

2. Plusieurs enzymes importants dans les regulations metaboliques, comme les 
phosphorylases, existent dans la cellule dans des etats actif et inactif (dans ce 
cas, respectivement phosphorylase a et phosphorylase b). Ces etats different 
generalement par la presence ou l'absence d'un groupement phosphate (voir 
§ 10.9.2). La conversion entre ces deux etats necessite deux reactions separees, 
le transfert d'un groupe phosphate a partir de l'ATP dans une direction et 
l'elimination d'un groupe phosphate par hydrolyse dans l'autre : ces processus 
ne correspondent evidemment pas a l'activation et a l'inhibition telles qu'elles 
sont defmies dans ce livre. 

3. De nombreuses reactions sont dites « activees » par un ion metallique quand en 
realite, l'ion metallique fait partie du substrat. Par exemple, presque toutes les 
kinases ATP-dependantes sont « activees » par le Mg 2+ , non pas a cause de 
l'effet du Mg 2+ sur l'enzyme lui-meme, mais parce que le vrai substrat est l'ion 
MgATP 2- et non l'ATP 4- qui est la forme sans metal la plus abondante en solu- 
tion a pH physiologique. Par exemple, bien que l'hexokinase D de foie de rat 
utilise MgATP 2- comme substrat, le Mg 2+ libre est en realite un inhibiteur et non 
un activateur, tout comme l'ATP 4- est un inhibiteur et non un substrat (STORER 
et CORNISH-BOWDEN, 1977). Bien que ce type de confusion soit comprehen- 
sible, si nous considerons l'ATP comme un reactif dans des reactions qui 
normalement impliquent MgATP 2 il est preferable d'eviter ce type de pro- 
bleme en exprimant les resultats en termes des especes reellement impliquees et 
en reservant l'utilisation du terme « activation » pour decrire les effets sur 
l'enzyme. De part l'importance du MgATP 2- dans les reactions metaboliques, 
nous avons consacre le § 4.4 de ce livre a la discussion des methodes assurant le 
controle de sa concentration. 

5.6.2. Activation epecif\c\ue 

Le type le plus simple d'activation vraie est Y activation specifique (quelquefois 
appelee activation obligatoire) dans laquelle l'enzyme libre, sans activateur fixe, 
n'a aucune activite et est incapable de fixer le substrat. Cette situation est repre- 
sentee dans la figure 5.12 ou l'activateur est designe par la lettre X. Les constantes 
de vitesse sont notees avec des primes pour souligner qu'elles font reference a 
l'enzyme ayant fixe l'activateur. 
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Ce schema est similaire a celui de 1' inhibition specifique (competitive), et il donne 
une equation de vitesse de forme similaire : 

V'[A] 



K' m (l + ^^) + [A] 
[ [X] 



[5.30] 



dans laquelle V'=k' 2 [E] et K' m =(k'_ x +k' 2 ) /k\ sont respectivement la vitesse 
limite et la constante de MlCHAELIS pour l'enzyme active EX, et [X] est la 
concentration de l'activateur. 

Cette equation differe de celle de l'inhibition competitive (Equation [5.3]) par le 
remplacement de [Ij/K ic par K x / [X] . Ainsi, la vitesse est nulle en absence 
d'activateur, comme le mecanisme 

lelaisseprevoir. A + EX k] > EAX k2 , EX + p 

k'-i 

K x 

5.12 - Mecanisme produieant une , 
activation specifique x 

En depit de cette similitude de forme entre l'inhibition et l'activation specifique, il 
existe cependant une difference importante quant a leur plausibilite. Parce qu'un 
inhibiteur specifique est concu pour se fixer a la meme place que le substrat sur 
l'enzyme, il est facile d'imaginer que l'inhibiteur et le substrat ne peuvent pas se 
fixer simultanement sur l'enzyme ; des lors, on comprend aisement pourquoi 
l'inhibition specifique est un phenomene commun. Par contre, il est moins facile de 
visualiser un enzyme qui ne puisse pas fixer son substrat en absence d'activateur. 
Surtout lorsque Ton sait qu'un des activateurs les plus courants est le proton, dont 
l'encombrement sterique est tres faible. En consequence, l'activation specifique 
simple est beaucoup moins frequente que l'inhibition specifique ; elle est essen- 
tiellement utile comme introduction aux types plus complexes d'activation, qui 
malheureusement necessitent des equations de vitesse plus complexes. 

Un point important a noter dans cette discussion est qu'il n'y a rien dans le modele 
de la figure 5.12 qui suggere une quelconque forme de competition et done en depit 
de la similitude des equations, une designation telle qu'« activation competitive » 
est injustifiee et introduirait une veritable confusion dans de nombreuses situations. 
Malheureusement, des expressions qui denotent la relation algebrique sans intro- 
duire d'absurdite quant au mecanisme, comme « activation analogue de l'inhibition 
competitive » ont tendance a etre tellement incommodes que la tentation d'utiliser 
une forme plus courte devient irresistible. Dans ce cas, le terme « competitive » 
applique a l'activation devrait toujours etre place entre guillemets, et son utilisation 
dans n'importe quel contexte devrait toujours s'accompagner d'une explication sur 
sa signification. Une meilleure solution consiste a utiliser le terme « specifique » a 
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la fois pour l'activation et pour l'inhibition, quand les deux types d'effets sont 
consideres, meme si le terme plus familier d' inhibition competitive est conserve 
lorsque l'activation n'est pas consideree. 

Le type le plus simple d' activation qui soit plausible d'un point de vue mecanique 
est la contrepartie de l'inhibition mixte, comme presente dans la figure 5.13. Dans 

ce cas, l'activateur n'est pas necessaire 
pour la fixation du substrat, mais seule- 
ment pour la catalyse. 
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5.13 - Mecanieme produieant 
une activation mixte 



L'equation de vitesse est analogue a celle de l'inhibition mixte : 
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[5.31] 



et fournit des expressions analogues pour les parametres apparents (voir equations 
[5.8] a [5.10]) : 
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[5.32] 



[5.33] 



[5.34] 



Essentiellement les memes graphiques et les memes methodes peuvent etre utilises 
pour etudier les phenomenes d'activation que ceux utilises pour etudier les phe- 
nomenes d'inhibitions lineaires (§ 5.3), en remplacant partout [IJ par 1/fXJ, K ic 
par 1 / K x et K iu par 1 / K' x . Par exemple K x peut etre determine a partir d'un 
graphique analogue du graphique de Dixon dans lequel l/v est porte en graphique 
en fonction de l/[XJ pour deux ou plusieurs concentrations de A ; l'abscisse du 
point d' intersection des droites resultantes donne -1/ K x . 



5 - Inhibition et activation des enzymes 



163 



5.6.3. Activation et inhibition hyperboliquee 

En pratique, les activateurs se comportent souvent d'une maniere plus complexe 
que celle suggeree par l'equation [5.31], parce qu'une certaine activite peut 
persister en absence d'activateur. Si cela est le cas, mais que les constantes de 
vitesse des deux formes de l'enzyme sont differentes, le mecanisme peut etre 
represente par le modele de la figure 5.14. 

k'i k' 2 

Ce mecanisme peut produire une inhibition a + EX < " EAX >• EX + P 
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5.14 - Mecanieme general de modification de I' activite 

Plusieurs points importants sont a noter au sujet de ce mecanisme. Premierement, 
les etapes de dissociation de l'activateur ne sont pas des culs-de-sac et done ne sont 
pas obligatoirement a l'equilibre. Cependant si cela est pris en compte, le 
comportement cinetique devient plus complique et done pour la discussion qui suit, 
nous considererons des equations de vitesse dans le cas ou les etapes de 
dissociation du substrat et de l'activateur sont a l'equilibre. Deuxiemement, le 
schema ne represente pas obligatoirement un mecanisme d'activation : il peut 
egalement representer un mecanisme d' inhibition si le complexe EX est moins 
reactionnel que l'enzyme libre. En realite, la situation est meme plus complexe 
puisque les conditions, qui decident si X est un activateur ou un inhibiteur, peuvent 
varier en fonction de la gamme consideree de concentration du substrat : si 
k 2 >k' 2 , alors X est inhibiteur aux concentrations elevees de substrat; si 
k 1 k 2 /(k_ l + k z )> k\k' 2 l (k'_i+k' 2 ) alors X est inhibiteur aux concentrations 
faibles de substrat ; ce n'est que si ces deux inegalites sont verifiees que le 
comportement est consistant sur toute la gamme de concentration du substrat. Pour 
tenir compte de cette dualite possible dans le comportement cinetique, le modele de 
la figure 5.12 peut etre qualifie de mecanisme general de modification, ou 
modification est un terme qui reprend a la fois l'inhibition et l'activation. 

Une analyse complete du mecanisme fait apparaitre que les graphiques de \jv app 
et de K^ p jV app en fonction de la concentration d'inhibiteur (fIJ) ou de la reci- 
proque de la concentration d'activateur (1/ '/ X]) ne sont pas des droites mais des 
hyperboles rectangulaires, et pour cette raison, ces comportements sont appeles 
activation hyperbolique et inhibition hyperbolique 5 . Tout ceci peut sembler trop 



5. Les termes d'activation partielle ou d'inhibition partielle sont quelquefois utilises 
pour souligner le fait qu'une certaine activite persiste meme en absence complete 
d'activateur ou a saturation d'inhibiteur. 
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complique pour une presentation elementaire (meme sans se preoccuper du fait que 
l'etape de fixation ne devrait pas etre strictement traitee comme un equilibre). 
Neanmoins les effets hyperboliques ne devraient pas etre oublies completement et 
la figure 5.14 represente un mecanisme tres plausible que nous devrions nous 
attendre a appliquer a de nombreux cas reels. Le fait qu'extremement peu 
d'exemples (specialement d'inhibition hyperbolique) aient ete publies, reflete plus 
probablement un manquement a reconnaitre ce type de comportement que 
l'authentique rarete de ce comportement. Les effets hyperboliques ne sont pas 
difficiles a reconnaitre experimentalement, mais les symptomes sont souvent 
ecartes comme une complexity mal accueillie. II est important d'utiliser une 
gamme suffisamment large de concentrations d'inhibiteur ou d'activateur pour 
determiner si la vitesse de la reaction tend vers zero aux concentrations elevees 
d'inhibiteur ou aux concentrations faibles d'activateur. En particulier, il faut 
verifier que les graphiques lineaires attendus sont en realite des droites ; toute 
courbure systematique devrait etre verifiee et si elle est confirmee, il est probable 
qu'elle indique des effets hyperboliques. 

5.7. Preparation des experiences ^inhibition 

Avant de nous embarquer dans une discussion de la preparation des experiences 
d'inhibition, nous devons commenter la raison pour laquelle cette section intervient 
apres celle expliquant comment les experiences sont analysees (§ 5.2 et 5.3). Comme 
la preparation doit obligatoirement preceder l'analyse dans la realisation d'une 
experience, il semblerait plus logique de discuter de ces deux aspects du probleme 
dans cet ordre. Cependant, l'experience montre que le moyen le plus efficace 
d'apprendre comment preparer une experience est d'etre confronte aux problemes 
poses par l'analyse de donnees provenant d'experiences mal preparees, qui ont ete 
realisees sans qu'aucune attention n'ait ete apportee au type d'information recher- 
chee. De plus, il est necessaire d'acquerir une certaine connaissance des methodes 
d'analyse avant de maitriser pleinement les principes de la preparation. 

Deux buts principaux sont recherches dans des experiences d'inhibition : identifier 
le type d'inhibition et estimer les valeurs des constantes d'inhibition. Si l'expe- 
rience est soigneusement preparee, il est souvent possible d'atteindre ces deux buts 
simultanement. Nous supposerons initialement que l'inhibition est lineaire et que 
les relations donnees dans le tableau 5.1 s'appliquent, puisque celles-ci s'applique- 
ront tres certainement en premiere approximation et qu'il est toujours preferable de 
caracteriser le comportement simple avant d'essayer de comprendre certaines 
complexites du mecanisme. 

II est evident, a partir du tableau 5.1, que toute composante competitive de 
l'inhibition se manifestera principalement aux faibles concentrations de substrat, 
puisque les inhibiteurs competitifs diminuent la valeur apparente de V/K m , qui 
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caracterise les cinetiques a faibles concentrations de substrat ; inversement, toute 
composante anti-competitive se manifestera principalement aux concentrations 
elevees de substrat. II est done clair que l'inhibition ne peut etre completement 
caracterisee que si elle est mesuree a la fois pour des concentrations faibles et 
elevees de substrat. En consequence, des conditions ideales pour caracteriser 
l'activite d'un enzyme peuvent se reveler insatisfaisantes pour etudier sa reponse 
vis-a-vis d'un inhibiteur. Par exemple, un calcul simple montre qu'un inhibiteur 
competitif present a une concentration egale a sa constante d'inhibition diminue la 
vitesse mesuree par moins de 10% si [A] = 10 K m ; bien qu'un effet de cet ordre de 
grandeur devrait etre facilement detecte dans une experience, il pourrait etre 
considere comme insignifiant s'il n'est pas realise que cet effet est beaucoup plus 
important aux faibles concentrations de substrat. 

Tout comme dans une experience simple realisee en absence d' inhibiteur, il est 
prudent d'inclure des valeurs de [A] allant de 0,2 K m jusqu'a des concentrations 
aussi elevees que possible (§4.3.1), il est souhaitable dans une experience 
d'inhibition d'utiliser des concentrations d'inhibiteur qui s'etendent de 0,2 K ic ou 
de 0,2 K iu (dependamment de celle dont la valeur est la plus faible) jusqu'a des 
concentrations aussi elevees que possible, pour autant que la vitesse ne soit pas trop 
faible pour etre mesuree precisement. Pour chaque valeur de [I], des valeurs de 
[A] doivent etre choisies comme decrit dans le § 4.3.1, mais en utilisant comme 
reference K app et non K m . En effet, ce sont les valeurs apparentes des constantes 
cinetiques qui caracterisent le comportement cinetique pour chaque concentration 
d'inhibiteur et non les valeurs reelles. Un exemple simple du choix de conditions 
experimentales est presente dans le tableau 5.3, qui montre qu'il n'est pas neces- 
saire d'utiliser un meme ensemble de valeurs de f A J pour chaque concentration 
d'inhibiteur ou un meme ensemble de valeurs de [I ] pour chaque concentration 
de substrat. Une telle pratique signifierait tres certainement qu'une partie des 
experiences realisees fournirait peu d'information utile. Malgre cela, pour presenter 
les resultats sous la forme d'un des graphiques decrits dans le § 5.3, il est utile de 
realiser des mesures pour des gammes communes de valeurs de [A] et de [I] 
dans chaque experience, de sorte qu'un nombre raisonnable de points apparaissent 
sur chaque droite, que [A] soit utilise comme abscisse (par exemple pour 
determiner les parametres apparents de Michaelis et Menten pour chaque valeur 
de [I ]) ou que [I J soit utilise comme abscisse (par exemple, dans les graphiques 
ou l/v ou [Aj/v est porte en fonction de [I J). Ainsi, le tableau 5.3 inclut 
plusieurs combinaisons qui ne seraient certainement pas incluses si chaque rangee 
du tableau etait consideree separement. 

Si ces recommandations sont suivies (comme guide, bien sur, puisque les nombres 
particuliers utilises dans le tableau 5.3 ne sont vraisemblablement pas utilisables 
dans un autre exemple), la presence d'une composante hyperbolique dans l'inhi- 
bition devrait etre decelable sans avoir recours a des experiences supplementaires. 
En consequence, il n'est pas necessaire d'ajouter de commentaire supplementaire a 
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ceux faits a la fin du paragraphe 5.6.3. Le point essentiel consiste a inclure des 
valeurs de [I ] qui soient suffisamment elevees et nombreuses pour determiner si la 
vitesse tend ou non vers zero lorsque la concentration d'inhibiteur approche de la 
saturation. 



Tableau 5.3 - Preparation dee experiences d'inhibition 



[I] 


1 + W 

K ic 


1 + W 

K iu 


KT 






Vaieure de [A J 







1,0 


1,0 


1,0 


0,2 


0,5 


1 2 


5 






0,5 


1,25 


1,05 


1,2 


0,2 


0,5 


1 2 


5 






1 


1,5 


1,1 


1,4 


0,2 


0,5 


1 2 


5 


10 




2 


2,0 


1,2 


1,7 




0,5 


1 2 


5 


10 


20 


5 


3,5 


1,5 


2,3 




0,5 


1 2 


5 


10 


20 


10 


6,0 


2,0 


3,0 




0,5 


1 2 


5 


10 


20 


20 


11,0 


3,0 


3,7 






1 2 


5 


10 


20 50 



Le tableau repreeente le choix de concentratione de eubetrat [A] neceeeaire pour 
determiner lee conetantee d'inhibition K ic et K iu dans une experience ou lee vaieure 
approxlmatlvee eont lee eulvantee : K m = 1, K ic =2 et K iu = 10, en unitee arbitrairee (blen que 
lee unitee pour K lu et K jc eont lee memee). lee vaieure euqqereee pour [A] eont exprimeee 
dane lee memee unitee que K m , et eont cholelee pour e'etaler d'environ 0,2 juequ'a 
environ 10 K„ pp pour chaque valeur de la concentration d'inhibiteur [ I ]. 



5.3. EFFET5 INHI3ITEUR5 DB5 5U35TRAT5 
5.3.1. Fixation non-productive 

La majorite des informations dont nous disposons sur les proprietes generales des 
enzymes a ete obtenue par l'etude d'un petit groupe d'enzymes, les enzymes 
extracellulaires catalysant des reactions d'hydrolyse, qui comprend la pepsine, le 
lysozyme, la ribonuclease, et peut etre le plus notable, 1' a-chymotrypsine. Bien que 
cette situation soit moins manifeste qu'il y a 30 ans, la frequence avec laquelle 
1' a-chymotrypsine est rencontree dans la litterature doit plus au fait que cet 
enzyme est considere comme un « enzyme typique », que par 1' importance biolo- 
gique qu'il peut avoir. Ces enzymes partagent certaines proprietes qui justifient 
pleinement leur utilisation pour des etudes detaillees : ils sont tres abondants, 
facilement cristallisables, ils sont stables, monomeriques, non-specifiques et 
peuvent etre traites comme des enzymes a un seul substrat, puisque le second 
substrat est l'eau. Neanmoins, toutes ces qualites les disqualifient en tant que 
representant un « enzyme typique », puisque les enzymes sont generalement 
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presents en faible quantite, sont difficiles a purifier et a cristalliser, sont instables, 
souvent oligomeriques, hautement specifiques et catalysent des reactions a 
plusieurs substrats (hormis l'eau). 

Tous ces enzymes proteolytiques partagent une autre caracteristique, qui leur 
confere indubitablement un desavantage : leurs substrats naturels sont des 
polymeres mal defmis, et en consequence, ils sont presque toujours etudies avec 
des substrats artificiels qui sont plus ou moins encombrants que les substrats 
naturels. Un probleme important est qu'un enzyme qui est capable de fixer une 
macromolecule, est tres certainement capable de fixer une petite molecule de 
differentes manieres. Done plutot que de former un complexe unique enzyme- 
substrat qui se dissocie pour donner des produits, ces enzymes peuvent former 
differents complexes non-productifs additionnels qui ne donnent pas de produits. 
Cette situation est illustree dans la figure 5.15, dans lequel AE represente tous les 
complexes non-productifs qui peuvent etre produits. 

AE 



Ki 



A est un substrat de la reaction, mais en 
plus de son mode « correct » de fixation qui 
produit le complexe EA dans lequel A subit 
la reaction de conversion en P, il peut eqale- A + E ^ > -g^ > g + p 

ment se fixer incorrectement pour donner le + 
complexe AE dans lequel A ne peut reaqir. A 

5.15 - Fixation non-productive 

Ce schema est le meme que celui de l'inhibition lineaire competitive (figure 5.2) 
dans lequel 1'inhibiteur est remplace par le substrat, et l'equation de vitesse est 
analogue a l'equation [5.3] : 

v = 7 MEhLAL [5 .35] 



Si les valeurs recherchees des parametres cinetiques sont defmies comme les 
valeurs que ceux-ci auraient si aucun complexe non-productif n'etait forme, e'est- 
a-dire que V exp =k 2 [E] et K^ p =(k_ l + k 2 )/k l (voir les constantes « pH- 
independantes » dans le § 8.3.3), alors l'equation [5.35] peut etre arrangee sous la 
forme d'une equation de Michaelis et Menten : 

v = UH [5 .36] 
K m +[AJ 

avec les parametres defmis de la maniere suivante : 

yexp 

V = — [5.37] 

K exp 

J _|_ ffl 

K, 



i6a 
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K m = — ±* [5.38] 

Kt 

V- = Y^- [5.39] 

K K exp 

Ainsi ce mecanisme obeit a l'equation de MlCHAELIS et MENTEN, et les cinetiques 
observees ne fournissent aucune indication sur l'importance de la fixation non- 
productive. Malheureusement, les valeurs qui ont un interet pour 1' experience, sont 
generalement celles qui concernent le chemin productif. Les valeurs mesurees, V et 
K m , peuvent etre plus petites, d'une quantite inconnue et non-mesurable, que les 
grandeurs recherchees. Seul le parametre V/K m donne une mesure correcte des 
proprietes catalytiques de 1' enzyme. 

Pour les enzymes hautement specifiques, une fixation non-specifique s'avere peu 
plausible et peut done etre exclue, mais pour les enzymes non-specifiques, comme la 
chymotrypsine, la comparaison des resultats obtenus avec plusieurs substrats peut 
parfois fournir une preuve de l'existence d'un tel phenomene. Ainsi par exemple, 
INGLES et KNOWLES (1967) ont mesure les vitesses d'hydrolyse d'une serie d'acyl- 
chymotrypsines, en mesurant des valeurs de k pour l'hydrolyse catalysee par la 
chymotrypsine des esters de p-nitrophenol correspondants, dans laquelle l'etape de 
deacylation, e'est-a-dire d'hydrolyse de l'intermediaire acyl-chymotrypsine, est l'etape 
qui limite la vitesse. 

Tableau 5.4 - Complexee non-productifs dans la catalyse par la chymotrypsine 

kg 

Groupeacyle K(^) k OH -(M''s' 1 ) ~ (M) 



Acetyl-L-tryptophanyl- 


52 


0,16 


330 


Acetyl-L-phenylalanyl- 


95 


0,54 


150 


Acetyl-L-leucyl- 


5,0 


0,35 


14 


Acetylglycyl- 


0,30 


0,51 


0,58 


Acetyl-D-leucyl- 


0,034 


0,35 


0,097 


Acetyl-D-phenylalnyl- 


0,015 


0,54 


0,027 


Acetyl-D-tryptophanyl- 


0,0028 


0,16 


0,018 



le tableau montre dee donneee d'lNGLES et de Knowles (1967) pour l'hydrolyse catalysee 
par la chymotrypsine d'esters de p-nitrophenol de divers acides amines acetyles. Four 
ces substrats, l'hydrolyse des acetyl-amino-acyl-chymotrypsines correspondantes limite 
la vitesse, et done les valeurs mesurees de la constante catalytique k sont en realite 
des constantes de premier ordre pour cette reaction d'hydrolyse. Les valeurs sont 
comparees avec les constantes de vitesse de second ordre k 0H - pour l'hydrolyse catalysee 
par la base des esters de p-nitrophenol des derives benzyloxycarbonyles des acides amines 
correspondants. 
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L'analyse des resultats (tableau 5.4) est compliquee par le fait que les divers groupes 
acyles n'ont pas la meme reactivite vis-a-vis des nucleophiles. INGLES et KNOWLES ont 
done mesure les constantes de vitesse pour l'hydrolyse de ces differents esters, 
catalysee par l'ion hydroxy de. En divisant la constante de vitesse pour la reaction 
catalysee par la chymotrypsine par la constante de vitesse pour la reaction catalysee par 
la base, un profile plus interessant est apparu : l'ordre de reactivite des substrats 
specifiques de type L etait exactement l'inverse de celui des plus mauvais substrats de 
type D e'est-a-dire : Ac-L-Trp > Ac-L-Phe » Ac-L-Leu » Ac-Gly » Ac-D-Leu » 
Ac-D-Phe > Ac-D-Trp. L'explication la plus simple est l'existence d'une fixation non- 
productive : pour les groupes acyles ayant la configuration correcte L, les chaines 
laterales volumineuses et hydrophobes assurent une fixation ferme et rigide dans le 
mode correct, eliminant la possibilite de former des complexes non-productifs, mais 
pour les groupes acyles de configuration D, les memes chaines laterales favorisent une 
fixation ferme et rigide dans des modes non-productifs. 

La fixation non-productive n'est habituellement pas evoquee dans le contexte de 
l'inhibition des enzymes et n'est meme generalement jamais consideree, mais elle 
suit exactement le meme mecanisme que celui qui est le plus couramment 
considere pour representer l'inhibition competitive. II est done important de tenir 
compte de cette possibilite lorsque les resultats obtenus avec differents substrats 
sont compares dans le cas d'un enzyme non-specifique. Le terme inhibition par le 
substrat est generalement reserve pour l'analogue anti-competitif de la fixation 
non-productive dont nous allons discuter dans la section suivante. 



5.5.2. Inhibition par ie eubetrat 



Pour certains enzymes, il est possible qu'une seconde molecule de substrat se fixe 
sur le complexe enzyme-substrat, EA, pour 

donner un complexe inactif, AEA, comme AEA 
presente dans la figure 5.16. 



5.16 - Mecanisme produieant une 
inhibition par ie eubetrat, e'eet-a-dire 
une inhibition par exeke de eubetrat 



A + E 



ki 



EA 
+ 
A 



E + P 



Le mecanisme est analogue a celui qui est habituellement envisage pour expliquer 
l'inhibition anti-competitive (§ 5.2.3), et l'equation de vitesse a la forme suivante : 

k 2 [EJ [AJ _ V'fAJ 



v = 



k_i + k 2 



+ [AJ 



1+^1 



K' m +[A] + 



[Ap 



[5.40] 



ou V et K' m sont definis respectivement comme k 2 [ E ] Q [ A] et (k_ l + k 2 )jk x , 
e'est-a-dire qu'ils satisfont aux definitions habituelles des parametres de Michaelis 
et Menten pour le mecanisme simple a deux etapes (§ 3.3) ; neanmoins, ces 
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parametres sont designes avec un prime parce qu'ils ne sont pas des parametres de 
MlCHAELIS et MENTEN, puisque 1' equation [5.40] n'est pas une equation de 
MlCHAELIS et MENTEN. La presence du terme en [A] 2 implique que la vitesse 
tend vers zero et non vers F'pour des valeurs elevees de [A], et que K' m n'est 
pas egal a la concentration de A pour laquelle v = V'j 2 . La courbe de v en fonction 
de [A] est representee dans la figure 5.17, avec les graphiques correspondants de 
[AJ/v en fonction de [A] et de l/v en fonction de 1/fAJ ; ces deux derniers 
graphiques ne sont pas des droites mais adoptent Failure respectivement d'une 
parabole et d'une hyperbole. Toutefois, si K si est beaucoup plus grand que K' m 
(comme c'est habituellement le cas), ils sont suffisamment lineaires aux faibles 
valeurs de [A] pour que V et K' m soient estimes a partir de ceux-ci de la facon 
habituelle. 




2 4 6 8 [A] -2 2 4 [A] 



5.17- Inhibition par le substrat 

Les courbes en trait continu ont ete calculees a partir de I'equation [5.40] en utilisant les 
valeurs sulv antes : K' m = 1, V = 1; K sj = 30. Les pointilles ont ete calcules a partir de 
i'ec\uation de Michaelis et Menten en utilisant les valeurs suivantes : K m = J, V = 1, sans 
inhibition par le substrat. (a) Dans le graphique direct de v en fonction de [A], le maximum 
est obtenu quand [A] 2 = K' m K sj . Les petite graphiques en insert montrent I'apparence des 
graphiques (b) de Mv en fonction de V[A] et (c) de [A]/v en fonction de [A]. L'impression 
selon laquelle le qraphique (b) presente I'inhibition plus clairement que le qraphique (c) est 
une illusion, provenant du fait que la courbe (b) se prolonqe jusque 1/[A]= 0,167, c'est-a- 
dire une valeur de [A] = 60, alors que dans (c), elle s'arrete a une valeur de [A] = 5. 
En qeneral, la probabilite de reconnattre I'existence d'une inhibition par le substrat depend 
plus de la qamme des donnees qui sont portees en qraphique que du type de qraphique 
utilise. 
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Pour realiser une analyse de l'ensemble du phenomene et determiner les para- 
metres cinetiques des differentes etapes, il est toutefois recommande d'utiliser un 
ajustement parametrique non-lineaire en utilisant l'equation [5.40]. L'inhibition par 
le substrat n'est generalement pas importante si les concentrations de substrat sont 
maintenues inferieures ou egales aux concentrations physiologiques (bien qu'il existe 
d'importantes exceptions, comme par exemple avec la phospho-fructokinase), mais 
elle peut devenir preponderate aux concentrations elevees de substrat et fournir ainsi 
un element diagnostique utile pour distinguer entre les chemins possibles de reaction, 
comme nous en discuterons dans le § 6.6. 

5.9. La modification d'un groufe de l'enzyme COMME UN 

MOYEN D'lDENTIFIER LE5 GR0UFE5 E55ENTIEL5 

L'identification des groupes essentiels d'un enzyme constitue une etape importante 
dans la caracterisation du mecanisme catalytique et une pratique courante consiste 
a deduire la nature des groupes impliques dans la catalyse enzymatique en deter- 
minant si l'activite de l'enzyme est affectee lorsque certains residus sont modifies. 
Malheureusement, le fait qu'un residu particulier soit essentiel pour l'activite cata- 
lytique ne garantit pas qu'il joue un role quelconque dans le processus catalytique ; 
il peut, par exemple, etre essentiel pour maintenir la structure active de l'enzyme. 

II existe aujourd'hui, deux manieres de modifier specifiquement certains residus. 
La plus ancienne consiste a le modifier chimiquement par reaction avec un reactif 
specifique. Cette methode a rendu de tres grands services dans l'identification des 
residus essentiels des sites actifs et peut encore etre tres utile. De nombreux reactifs 
sont disponibles pour modifier specifiquement certains residus d'acide amine 
(Means et Feeney, 1971), ainsi par exemple, de nombreuses proteases extracellu- 
laires comme la chymotrypsine ont un residu serine essentiel dans leur site actif qui 
peut etre mis en evidence par reaction avec le diisopropyl-fluoro-phosphate (DFP). 
Aujourd'hui cependant, grace aux developpements de l'ingenierie genetique, cette 
approche a ete largement supplantee par la mutagenese dirigee qui permet de rem- 
placer specifiquement un acide amine par n'importe quel autre acide amine. De 
nouvelles approches ont egalement ete developpees qui permettent l'introduction 
d'acides amines non-naturels dans les proteines (Liu et Schultz, 1999 ; Chin 
et ah, 2003) et nous pouvons penser que le developpement commercial de ces 
techniques ne devrait pas tarder, ce qui donnera encore plus de liberte dans ce type 
d'experiences. 

Tsou (1962) a etabli les bases theoriques pour interpreter les resultats d'expe- 
riences de modifications chimiques, mais cet article n'est pas suffisamment connu 
et en pratique la logique utilisee pour interpreter ces experiences est souvent floue 
ou inexistante. Le cas le plus simple qui puisse etre considere est celui dans lequel 
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X groupes sur chaque monomere d'enzyme reagissent a la meme vitesse avec 
l'agent de modification et ou ju de ces X groupes sont essentiels pour l'activite 
catalytique. Apres modification d'un nombre moyen de /groupes par molecule, la 
probability que chaque groupe particulier ait ete modifie est de y/X, et la proba- 
bility qu'il ne soit pas affecte est de I — (y/X). Pour que la molecule d'enzyme 
conserve son activite, aucun des ji groupes essentiels ne doit etre modifie, une 

situation dont la probability est donnee par Done la fraction a de 

l'activite qui persiste apres la modification de /groupes par molecule d'enzyme est 
donnee par : 




[5.38] 



Deslors, a 1 /" = \-\ [5.39] 

X 

et un graphique de ot ltl en fonction de /devrait etre lineaire. Initialement, nous ne 
connaissons pas la valeur de jU qui doit etre utilisee pour tracer ce graphique, mais 
en tracant les graphiques de a, a 1 ' 2 , a 1 ' 3 ... en fonction de yil est possible de 
determiner la valeur pour laquelle le graphique est le plus lineaire. 

Une objection a ce traitement est que toute les reactions de modification ne se 
deroulent pas necessairement a la meme vitesse et qu'elles ne sont pas necessai- 
rement independantes les unes des autres, e'est-a-dire que la modification d'un 
groupe peut affecter les vitesses auxquelles les groupes voisins sont modifies. 
L'article de TSOU devrait etre consulte pour une discussion complete des compli- 
cations possibles, mais deux classes supplementaires de groupes peuvent etre 
incorporees dans 1' analyse sans qu'elle ne perde sa simplicity. S'il y a £, groupes 
non-essentiels qui reagissent rapidement en comparaison des groupes essentiels, 
ceux-ci contribueront substantiellement dans la partie initiale du graphique (quelle 
que soit la valeur de ju) dans laquelle la valeur de a llfl ne varie pas lorsque y 
augmente. De plus, des groupes, essentiels ou non, qui reagiraient beaucoup plus 
lentement que les autres groupes essentiels, ne seraient pas modifies de facon 
appreciable jusqu'a ce que la plus grande partie de l'activite ne soit perdue ; ceux- 
ci sont difficiles ou impossibles a detecter. En pratique, un graphique de TSOU 
ressemblera probablement a celui presente dans la figure 5.18, qui a ete utilise par 
PATERSON et KNOWLES (1972) afin de demonter que deux groupes carboxyliques 
etaient essentiels pour l'activite de la pepsine, que trois groupes non-essentiels 
etaient modifies tres rapidement dans leurs experiences et que les deux groupes 
essentiels appartenaient a une classe contenant 10 groupes qui etaient modifies a 
des vitesses similaires. 

La pepsine est un enzyme monomerique, mais 1' analyse de TSOU peut etre facile- 
ment etendue a l'etude d'enzymes multimeriques a condition que les sous-unites 
reagissent independamment avec l'agent chimique et que l'inactivation d'une sous- 
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unite n'affecte pas l'activite des autres. En faisant ces hypotheses, les enzymes 
multimeriques peuvent etre traites de la meme maniere que les enzymes 
monomeriques, excepte que ju represente alors le nombre de groupes essentiels par 
sous-unite, meme si A, y et £ sont toujours definis par monomere (NORRIS et 
BROCKELHURST, 1976). 
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5.13 - Le graphique de Tsou pour la determination du nombre 
de Qroupee eeeentieie dane un enzyme 

Le 0raphique presente lee donneee de PATERSON et Knowles (1972) pour I'inactivation de la 
pepelne par le trimethyloxonlum fluoroborate, un reactif qui reaqlt epeclflquement avec lee 
qroupee carboxyliquee. La variable F repreeente la fraction de l'activite pereietant apree la 
modification du nombre de qroupee montree, et eet auqmentee a une puieeance 1/fi, oij 
jU = 1, 2 ou 3. La droite obeervee avec jU = 2 indique qu'au moine 2 qroupee carboxyliquee 
eont eeeentieie pour l'activite de la pepelne, parmi un total de 13 qroupee modifiee. La 
droite horizontale au debut du qraphique indique qu'il y a troie qroupee reaqieeant 
rapidement qui ne eont pae neceeeairee pour l'activite catalytique. 

Les groupes importants du site actif peuvent egalement etre mis en evidence dans 
des experiences de protection par un substrat ou par un inhibiteur competitif. En 
effet, en presence d'un substrat ou d'un inhibiteur competitif a une concentration 
suffisamment elevee pour que l'enzyme existe essentiellement sous la forme de 
complexe enzyme-substrat ou enzyme-inhibiteur, les residus du site actif sont pro- 
teges et la reaction de modification par un agent chimique ne peut pas se derouler. 

Dans le passe, la tentative d'identification d'un groupe modifie etait souvent suivie 
par l'hydrolyse partielle de la proteine et le sequen?age du fragment peptidique 
contenant le residu modifie, dans l'espoir d'obtenir des informations sur la 
structure du site catalytique. Les techniques modernes d'ingenierie genetique ont 
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largement supplante cette approche chimique, mais il reste profitable de les 
complementer par une analyse cinetique des proprietes des mutants artificiels qui 
sont produits. Avec des mutants de structure connue, il est possible de predire 
exactement comment le graphique de TSOU devrait etre modifie par une mutation 
particuliere et la verification experimental qu'il est modifie de cette maniere est 
une facon de confirmer l'exactitude de 1' interpretation. 

PR03LEME5 

5.1- Les parametres pour I'inactivation la plus rapide mesuree dans les 
experiences de Kitz et Wilson (1962) etaient k 2 = 5x 10~ 3 s~\ K t = 0,1 mM, 
pour le mecanisme presente dans I'equation [5.1]. En supposant que K t 
peut etre exprime comme (k_i + k 2 )/ki, quelle grandeur devrait avoir k 2 
pour que cette expression soit suffisamment differente de la constante 
d'equilibre (k_ 1 /k 1 ) suppose par Kitz et Wilson? Quelle lumiere est 
apportee par le fait que les constantes de vitesse de second ordre pour la 
fixation specifique de petites molecules sur des proteines ont typique- 
ment des valeurs de I'ordre de 10" 6 M" 1 s" 1 ou superieures ? 

5.2- Les etudes initiales d'une esterase utilisant un melange racemique du 
substrat ont revele que I'enantiomere L est le reel substrat, puisqu'il etait 
entierement converti en produit alors que I'enantiomere D pouvait etre 
recupere a la fin de la reaction. Sur la base de ce resultat, les cinetiques 
de reactions ont ete analysees en supposant que I'enantiomere D n'a 
aucun effet sur I'enzyme, et une valeur de 2 mM a ete estimee pour la 
constante de Michaelis de I'enantiomere L. La suite du travail a eta bl i 
qu'il aurait ete plus raisonnable de considerer I'enantiomere D comme 
un inhibiteur competitif avec K ic egal au K m pour I'enantiomere L. 
Comment I'estimation originale de K m peut-elle etre revisee pour tenir 
compte de cette information ? 

5.3- Les donnees suivantes montrent que les vitesses initiales (exprimees en 
unites arbitraires) mesurees pour une reaction catalysee par un enzyme 
a differentes concentrations respectivement d'inhibiteur, [I], et de 
substrat, [A] . 



[I] (mM) 


[A] = -\mM 


[A] = 2mM 


[A] = 3mM 





2,36 


3,90 


5,30 


1 


1,99 


3,35 


4,40 


2 


1,75 


2,96 


3,98 


3 


1,60 


2,66 


3,58 


4 


1,37 


2,35 


3,33 
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Quelle information peut etre deduite sur le type d'inhibition impliquee ? 
Comment pourrions-nous realiser une experience afin de mettre ceci 
plus clairement en evidence ? 

5.4- Le tableau suivant presente les donnees de Norris et Brocklehurst 
(1976) pour I'effet sur I'activite de I'urease de la modification par le 
2,2'-dipyridyl-disulphide, un compose qui reagit specifiquement avec les 
groupes thiols. Le nombre de groupes modifies par molecule et I'activite 
relative vis-a-vis de I'enzyme non-traite sont respectivement donnes par 
y et a. En supposant que I'urease a six sous-unites par molecule qui 
agissent independamment a la fois pour la reaction catalytique et pour la 
reaction de modification, estimer 



a - le nombre de groupes thiols essentiels par sous-unite et 

b- le nombre de groupes thiols non-essentiels qui sont modifies rapide- 
ment par comparaison avec les groupes essentiels. 



7 


a 


7 


a 


7 


a 


0,0 


1,000 


23,0 


0,957 


27,0 


0,547 


2,0 


1,000 


24,0 


0,896 


27,5 


0,442 


4,0 


1,000 


25,0 


0,853 


28,0 


0,353 


18,0 


1,000 


25,5 


0,799 


28,5 


0,198 


20,0 


1,000 


26,0 


0,694 


29,5 


0,104 


22,0 


0,982 


26,5 


0,597 


30,0 


0,011 



5.5- Les symboles K is et K u sont parfois utilises pour representer les constantes 
d'inhibition qui sont symbolisees dans ce chapitre respectivement par K ic 
et K ju . Dans ce cas, les seconds indices s et i font respectivement reference 
a la pente (slope en anglais) et a I'intersection avec I'axe {intercept en 
anglais) puisque leur valeur sont obtenues en portant en graphique les 
pentes ou les ordonnees a I'origine obtenues dans I'un des graphiques 
decrits dans le § 3.5 en fonction de la concentration d'inhibiteur. 

a - A quel graphique primaire ceci fait-il reference ? 

b- Quelle intersection (avec I'axe des abscisses ou celui des ordonnees) 
doit etre utilisee ? 

c-Sous quelle forme la constante d'inhibition apparait-elle dans le 
graphique secondaire ? 

5.6 - Le potage traditionnel japonais Katsuobushi doit sont parfum caracteris- 
tique a I'acide 5'-inosinique, un produit de degradation de I'ARN qui 
resulte de la fermentation d'un poisson par un champignon. Les etudes 
d'une nuclease provenant d'une espece d' Aspergillus (Ito, Matsuura et 
MlNAMlURA, 1994) ont fourni les parametres cinetiques suivants pour 
I'hydrolyse de differents monophosphates de dinucleotide : 
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C-A 


U-A 


G-A 


A-A 


A-G 


A-C 


A-U 


K m (mM) 


1,00 


1,03 


1,10 


0,803 


0,437 


0,495 


2,61 


V(\iM min" 1 ) 


11,5 


10,4 


8,78 


13,2 


9,81 


11,6 


11,8 



En supposant que le comportement des liaisons dans les monophos- 
phates de dinucleotide est representatif de celui des memes types de 
liaisons dans I'ARN, quel type de liaison (des sept presentes) serait 
hydrolyse le plus rapidement durant la digestion de I'ARN par I'enzyme ? 

5.7 - Les donnees suivantes se rapportent a I'hydrolyse de differents tripeptides 
liberant I'acide amine N-terminal et le dipeptide C-terminal, catalysee par 
I'aminotripeptidase de I'intestin a pH 7,0 et 37°C (donnees de Doumeng et 
Maroux, 1979) : 



Substrat k (s~ 1 ) K m (mM) 

L-Pro-Gly-Gly 385 1,3 

L-Leu-Gly-Gly 190 0,55 

L-Ala-Gly-Gly 365 1,4 

L-Ala-L-Ala-L-Ala 298 0,52 



a - Quel substrat serait hydrolyse le plus rapidement dans les premiers 
instants de la reaction si un echantillon d'enzyme est ajoute a un 
melange des quatre substrats a des concentrations equimolaires ? 

b- Quand L-Ala-Gly-Gly est etudie en tant qu'inhibiteur de I'hydrolyse de 
L-Pro-Gly-Gly, une constante d'inhibition competitive de 1,4 mM est 
mesuree. Cette valeur est-elle en accord avec I'idee que I'enzyme 
comporte un seul site actif ou les deux substrats sont hydrolyses ? 

5.3 -Pour un rapport donne de concentration d'inhibiteur sur la constante 
d'inhibition appropriee, une inhibition competitive reduit plus fortement 
la vitesse qu'une inhibition anti-competitive si la concentration de sub- 
strat est inferieure au K m ; I'inverse est vrai si la concentration de substrat 
est superieure au K m . Demontrer cette relation de maniere algebrique et 
I'expliquer conceptuellement, c'est-a-dire sans faire reference a I'algebre. 

5.9 -Si deux inhibiteurs I et J agissent comme des inhibiteurs competitifs 
avec des constantes d'inhibition donnees respectivement par K t et Kj 
quand ils sont etudies separement, leur effet combine lorsqu'ils sont 
presents simultanement peut etre exprime par une equation du type de 
celle-ci : 

V[A] 



v = 



K m 



V K 'j J 



+ [J1 



+ [A] 
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dans laquelle K) est la constante de dissociation pour la liberation de J a 
partir d'un complexe hypothetique EIJ. Si les graphiques de 1/v en 
fonction de [I] sont traces pour plusieurs valeurs de [J], quelle est la 
valeur de I'abscisse correspondant a I'intersection des differentes 
courbes ? 

Dans I'etude de I'hexokinase D dans laquelle I etait la N-acetylglucosamine, 
Vandercammen et Van Schaftingen (1991)ont obtenus des droites paralleles 
dans de tels graphiques lorsque J etait la glucosamine, et des droites se 
croisant sur I'axe des abscisses lorsque J etait une proteine regulatrice 
specifique. Qu'impliquent ces resultats au sujet de la valeur de K) dans ces 
cas et au sujet des sites de fixation des trois inhibiteurs ? 

5.10- Les tyrosine kinases catalysent la phosphorylation de residus tyrosine 
particuliers dans les proteines. Songyang et al. (1995) ont etudies leur 
selectivity pour des sequences particulieres autour du residu cible au 
moyen d'une bibliotheque de peptides Met-Ala-Xaa 4 -Ala-Lys 3 , dans 
laquelle Xaa represents n'importe quel acide amine a I'exception de Trp, 
Cys et Tyr. En considerant que les peptides dans la bibliotheque ont une 
masse moleculaire moyenne de 1,6 kDa et un echantillon de 1 mg dans 
un volume de 300 |iL, calculer 

a - le nombre de types differents de peptide contenu dans I'echantillon ; 
b - le nombre moyen de molecules contenu dans celui-ci ; 
c - la concentration moyenne de chacun. 

En comparant cette concentration avec une valeur « typique » de K m de 
5 |iM pour une tyrosine kinase agissant sur un bon substrat, discuter si 
I'experience fournit une indication utile sur la specificite des enzymes. 
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6.1. Introduction 

La premiere partie de ce livre est principalement consacree aux reactions enzyma- 
tiques simples n'impliquant qu'un substrat et qu'un produit. En realite, de telles 
reactions sont rares et restent limitees a quelques reactions d'isomerisation, comme 
la conversion du glucose 1 -phosphate en glucose 6-phosphate catalysee par la 
phosphoglucomutase. La majorite des reactions implique plusieurs substrats et 
libere plusieurs produits, mais le developpement de la cinetique enzymatique de 
ces systemes est largement simplifie sur la base de deux constatations : 

► premierement, de nombreux enzymes hydrolytiques peuvent etre traites comme 
des enzymes a un seul substrat, parce que le second substrat, l'eau, est toujours 
present en large exces de sorte que sa concentration peut etre consideree comme 
une constante ; 

► deuxiemement, la majorite des enzymes se comporte comme des enzymes a un 
seul substrat si la concentration d'un seul substrat varie, comme nous le mon- 
trerons a partir des equations presentees dans le § 6.5.2. 

Une des raisons majeures pour entreprendre une etude de la cinetique enzymatique 
est de determiner le mecanisme reactionnel, qui, lorsqu'il s'agit d'etudes realisees 
dans des conditions d'etat stationnaire, fait generalement reference a l'ordre de 
fixation des substrats et de liberation des produits. II existe trois methodes prin- 
cipals d'analyse des cinetiques dans ces conditions qui permettent de determiner 
l'ordre dans lequel les substrats sont fixes et l'ordre dans lequel les produits sont 
liberes : la mesure des vitesses initiales en absence de produit, la caracterisation de 
la nature de l'inhibition par le produit et l'utilisation de substrats marques. Nous 
traiterons les deux premieres methodes dans ce chapitre en utilisant une reaction 
type a deux substrats et deux produits : 

A + B =*=t P + Q [6.1] 

Ce type de reaction est particulierement commun en biochimie : dans une com- 
pilation de toutes les reactions enzymatiques connues, presentee dans Enzyme 
Nomenclature (IUBMB, 1992), environ 60% des reactions appartiennent aux trois 
premieres classes d'enzymes (reactions d'oxydoreduction, de transfert de groupe 
et d'hydrolyse), qui sont toutes decrites par le mecanisme de l'equation [6.1]. 
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Des reactions plus complexes ont egalement ete identifiees dans lesquelles quatre 
ou cinq substrats peuvent etre impliques, mais celles-ci peuvent etre la plupart du 
temps etudiees en generalisant les principes etablis pour les reactions a deux 
substrats et deux produits. De plus, meme pour la reaction apparemment simple de 
l'equation [6.1], de nombreux mecanismes sont possibles et nous nous limiterons 
au traitement de quelques cas importants plutot que de traiter exhaustivement ce 
probleme. Un traitement exhaustif des mecanismes enzymatiques a plusieurs 
substrats est impensable a cause de l'invraisemblable multiplicity des cas rencontres 
dans la nature, mais il est egalement inutile puisque le lecteur qui aura acquis les 
methodes de base permettant de traiter les cas simples pourra aisement les adapter 
au mecanisme specifique qu'il etudie. 

6.2. Classification pes mecanismes 

6.2.1. Les mecanismes a complete ternaire 

Un grand nombre de reactions a deux substrats et deux produits sont des reactions de 
transfert de groupes et pour discuter des mecanismes possibles de cette reaction, il est 
preferable de representer la reaction de facon plus explicite que dans l'equation [6.1] : 

GX + Y =*=t X + GY [6.2] 

Ainsi, en remplacant A par GX et B par Y, il apparait clairement que la reaction 
correspond au transfert du groupe G d'un donneur, GX, vers un accepteur, Y. Dans 
la majorite des cas, la necessite de satisfaire la valence des atomes implique qu'un 
autre groupe soit transfere simultanement dans la direction opposee ; par exemple, 
lorsque l'hexokinase catalyse le transfert d'un groupe phosphate de l'ATP vers le 
glucose, un proton est transfere en sens inverse pour etre directement libere dans la 
solution. Generalement, ce second transfert n'est pas explicitement indique dans 
l'equation representant la reaction. Le formalisme utilise dans l'equation [6.2] a ete 
introduit par WONG et HANES (1962) dans un article important qui a etabli les 
fondements de la classification moderne des mecanismes cinetiques. Bien que ce 
formalisme soit plus commode pour decrire les mecanismes, l'ecriture des reactions 
peut devenir tres complexe et, dans la suite de ce manuel, nous continuerons de 
representer les substrats et les produits par une seule lettre. 

En 1962, WONG et HANES ont montre que tous les mecanismes des reactions de 
transfert pouvaient etre consideres comme des cas particuliers d'un mecanisme 
general. Neanmoins, les enzymes qui necessitent un mecanisme complet semblent 
etre tres rares et, dans les quelques cas ou cette situation a ete rencontree, comme 
pour la pyruvate decarboxylase, il est possible que les donnees aient ete mal inter- 
pretees (voir WARREN et TIPTON, 1974). En consequence, nous discuterons les 
trois mecanismes les plus simples de transfert de groupe comme des cas separes. 
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La division principale est a faire entre les mecanismes qui impliquent la formation 
d'un complexe ternaire, EGXY, ainsi denomme parce qu'il rassemble l'enzyme et 
les deux substrats en un seul complexe, et ceux qui precedent en passant par une 
forme substitute de l'enzyme, EG, qui est constitute par l'enzyme et le groupe a 
transferer mais aucun des substrats complets. Les premiers chercheurs, comme 
WOOLF (1929, 1931) et Haldane (1930) ont suppose que la reaction passait par 
un complexe ternaire, et que ce dernier pouvait se former a partir de l'un ou l'autre 
des complexes binaires EGX et EY. En d'autres termes, les substrats peuvent se lier 
a l'enzyme dans un ordre aleatoire, comme illustre dans la figure 6.1. L'equation 
d'etat stationnaire pour ce mecanisme est complexe, et inclut des termes en [GX J 2 
et [Y ] , mais GULBINSKY et CLELAND (1968) ont montre que la contribution de 
ces termes dans la definition de la vitesse est souvent si faible que l'equation de 
vitesse experimentale ne peut etre distinguee de celle derivee en faisant l'hypothese 
que toutes les etapes du mecanisme sont a l'equilibre a l'exception de la reaction de 
conversion de EXG-Y en EX-GY. Si cette hypothese est utilisee, aucun terme de 
concentration n'apparait au carre dans l'equation de vitesse. Par souci de simplicity, 
nous adopterons cette hypothese de l'existence d'equilibres rapides pour discuter le 
mecanisme de cette reaction, bien qu'il soit important de souligner que cette 
hypothese est habituellement incorrecte, meme si les observations experimentales 
ne permettent en general pas de la refuter. L'etape de conversion entre EXG-Y et 
EX-GY ne peut pas etre detectee par des mesures a l'etat stationnaire, mais il est 
logique de la faire apparaitre explicitement dans un mecanisme aleatoire parce que, 
dans la derivation de l'equation de vitesse, cette etape est traitee comme l'etape 
limitante. 




6. 1 - Mecanisme a complexe ternaire aleatoire 

La partie presentee en qrie au bae de \a figure repreeente \a vole non-productive qui ne fait 
pas partie integrants du mecanisme mais est souvent impliquee puisque rien ne i'empeche. 
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Le complexe non-productif EXY n'intervient pas necessairement dans un mecanisme 
aleatoire, mais son existence peut etre supposee, parce que si EX et EY sont des 
intermediaries significatifs, il n'y a aucune raison d'exclure la formation d'un com- 
plexe EXY. La formation d'un autre complexe non-productif (qui n'est pas montre 
dans la figure 6.1) est possible si le groupe transfere G n'est pas trop volumineux : 
EXG-GY peut resulter de la fixation de GY sur EGX ou de GX sur EGY. 
Neanmoins, ceci est moins probable que la formation de EXY. 

Aujourd'hui, il est generalement accepte que de nombreux enzymes ne se compor- 
tent pas comme des matrices rigides, comme le schema de la figure 6.1 l'implique, 
mais qu'au contraire les conformations a la fois de l'enzyme et du substrat sont 
modifiees lors de la fixation, en accord avec l'hypothese de l'ajustement induit de 
KOSHLAND (1958, 1959 ; voir aussi § 3.1.5 et 9.4). II est des lors possible que le 
site de fixation de l'un des deux substrats n'existe pas sur l'enzyme avant que l'autre 
substrat ne soit fixe. Dans un tel cas, il y a un ordre obligatoire de fixation, comme 
l'illustre la figure 6.2. Si a la fois les substrats et les produits sont pris en compte, il 
existe quatre ordres possibles, bien que les mecanismes obligatoires impliquant un 
ajustement induit suggerent que le second produit doive etre un analogue structural 
du premier substrat et que done seulement deux des quatre possibilites soient vrai- 
semblables. Pour les deshydrogenases dependant du NAD, par exemple, les formes 
du coenzyme correspondent souvent au premier substrat et au second produit. Pour 
les memes raisons que dans le cas des mecanismes aleatoires, le complexe non- 
productif EXY a des chances de se former dans les mecanismes obligatoires. 






-< *~ 




EXG-Y 




EX-GY 


Complexes ternaires productifs 



GY 



'X 



Complexe ternaire 
non-productif 

ID* 



EX 




6.2 - Mecanisme a complexe ternaire ordonne 

Formellement, il s'aqlt du meme mecanisme que le mecanisme aleatoire de la figure 6.1 oil 
des etapes sont supprlmees. Four expllquer pourquoi ces Stapes n'ont pas lieu, e'est-a-dire 
pourquoi les substrats doivent se fixer dans un ordre particulier, nous pouvons supposer 
que la fixation du premier substrat GX induit un chanqement de conformation de la 
proteine qui rend possible I'acces au site de fixation du second substrat Y. 
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6.2.2. Mecaniemee a enzyme modifie 



Au debut du developpement des cinetiques a plusieurs substrats, Doudoroff, 
Barker et Hassid (1947) ont montre par des etudes d'echange isotopique que les 
reactions catalysees par la saccharose glucosyltransferase precedent par l'inter- 
mediaire d'un enzyme substitue plutot que par un complexe ternaire. Depuis lors, 
des etudes realisees avec divers enzymes, incluant l'a-chymotrypsine, des trans- 
aminases et des flavo-enzymes, ont montre que le mecanisme a enzyme modifie, 
illustre dans la figure 6.3, est largement repandu. Dans la forme ordinaire de ce 
mecanisme, l'existence d'un complexe ternaire est structurellement impossible 
parce que les sites de fixation de X et de Y sont soit identiques, soit superposes. 




Complexes binaires 
non-productifs 



pM Irn 






E-GX 


r" — n 

EG-X 











r-m \r~ 






E-GY 


r" — h 

EG-Y 






6.3 - Mecanisme a enzyme modifie 

Comme dans \a figure 6.1, le chetnin non-productif, presente en gris a gauche, ne fait pas 
partie integrante du mecanisme. 



Par exemple, l'aspartate transaminase catalyse une reaction impliquant 
anions dicarboxyliques de taille similaire : 

glutamate + E-pyridoxal . . . 2-oxoglutarate + E-pyridoxamine 
oxaloacetate + E-pyridoxamine +^ . . . ^<=^ asparate + E-pyridoxal 

Le complexe E-pyridoxal represente l'enzyme avec son coenzyme sous la forme de 
phosphate de pyridoxal (stricto sensu ce n'est pas un aldehyde mais une aldimine 
interne formee par la condensation entre un aldehyde et la fonction amine d'un 
residu lysine, mais ce detail n'est pas important dans le cadre de notre discussion) 
et le complexe E-pyridoxamine represente l'enzyme avec le coenzyme sous la 
forme de phosphate de pyridoxamine. Puisque les quatre reactifs ont une structure 
similaire, il est raisonnable d'imaginer que les sites de fixation du 2-oxoglutarate et 
de l'oxaloacetate (X et Y dans le cas general) sont virtuellement identiques et que la 
seconde moitie de la reaction est essentiellement l'inverse de la premiere moitie. 

Dans ce type de mecanisme, il est habituel que les substrats se fixent a la « mau- 
vaise » forme de l'enzyme ; ainsi, par exemple, dans l'equation [6.3] il est difficile 



quatre 
[6.3] 
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d'imaginer pour le complexe E-pyridoxal une structure qui permette la fixation du 
glutamate et exclue celle du 2-oxaloacetate. Nous pouvons done prevoir l'existence 
de phenomenes d'inhibition par le substrat en presence de concentrations elevees de 
substrat (voir § 6.6.4). Ceci est presque toujours vrai pour E, X et Y, comme presente 
dans la figure 6.3, mais peut etre evite par des interferences d'ordre sterique entre les 
deux groupes G dans les cas de EG, GX et GY. 

Le mecanisme a enzyme modifie presente dans la figure 6.3 est un mecanisme 
ordonne, mais cette caracteristique est moins notable qu'avec les enzymes a com- 
plexe ternaire puisqu'il existe un seul ordre possible en accord avec le mecanisme 
et qu'il n'existe pas d'alternative ou la fixation soit aleatoire : meme si X et Y se 
fixent sur E, il n'est pas possible que les complexes resultants se dissocient en GX 
ou GY. Les proprietes cinetiques d'un mecanisme aleatoire a enzyme modifie ont 
neanmoins ete analysees tout comme un ensemble d'autres mecanismes qui sont 
difficilement conciliables avec la reaction chimique (FISHER et HOAGLAND, 1968 ; 
Sweeny et Fisher, 1968). La methode de King et Altman (1956) pour la deriva- 
tion des equations cinetiques, que nous allons decrire ci-dessous, peut etre 
appliquee aussi bien a des mecanismes raisonnables qu'a des mecanismes fantai- 
sistes et si nous considerons la cinetique comme une branche de l'algebre, essen- 
tiellement deconnectee de la chimie, il est probable que nous soyons confronted a 
un grand nombre de possibilites. Pour cette raison, il est souhaitable de considerer 
l'algebre comme un outil au service de la cinetique enzymatique et non l'inverse. 

II est egalement necessaire de preciser que les mecanismes cinetiques presentes 
ci-dessus sont parfois denommes differemment. Dans la nomenclature introduite 
par Cleland, les mecanismes reactionnels sont divises en deux groupes : les 
mecanismes sequentiels et les mecanismes ping-pong. Dans les mecanismes 
sequentiels, qui correspondent aux mecanismes a complexe ternaire presentes dans 
les figures 6. 1 et 6.2, l'etape de reaction chimique n'intervient qu'apres formation 
d'un complexe entre l'enzyme et l'ensemble des substrats. Dans les mecanismes 
ping-pong, qui correspondent au mecanisme a enzyme modifie presente dans la 
figure 6.3, la reaction chimique se deroule apres la fixation du premier substrat. Le 
premier produit ainsi forme est libere avant que le second substrat ne se fixe. 

6.2.3. Comparaison entre \a classification chimique 
et la classification cinetique 

Une fois qu'un mecanisme cinetique a ete determine, il est tentant de le convertir en 
un mecanisme chimique, en assimilant les differentes etapes cinetiques aux diffe- 
rentes etapes de la reaction. Cette pratique, si elle permet parfois d'expliquer 
simplement le deroulement de la reaction chimique, doit cependant etre appliquee 
avec prudence. Ainsi, dans les mecanismes a enzyme modifie, le groupe G est 
transfere deux fois, premierement du substrat GX vers l'enzyme libre E et ensuite 
de l'enzyme substitue vers le second substrat Y. Pour cette raison KOSHLAND 
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(1954) a introduit le terme de reaction a double deplacement pour caracteriser ce 
type de mecanisme. Par analogie, les mecanismes impliquant un complexe ternaire, 
dans lesquels le groupe G est transfere une seule fois, sont egalement appeles 
reactions a deplacement unique. Cette terminologie est encore parfois utilisee, 
particulierement dans des contextes autres que cinetiques. Cela conduit natu- 
rellement a considerer la stereochimie des reactions de transfert de groupe, qui a 
ete discutee en details par Koshland (1954) et qui constitue le sujet du 
probleme [6.1] a la fin de ce chapitre. 

L'idee centrale, illustree dans la figure 6.4, est que chaque substitution d'un centre 
chiral (habituellement un atome de carbone ou de phosphore) entraine une inver- 
sion de configuration de ce centre. 




Y + EGX EGY + X 



a - Reaction a deplacement unique : une seule inversion de configuration 




E+GY EG+Y 



b - Reaction a double deplacement : deux, inversions de configuration 

6.4 - Aspects stereochimiques de la reaction de transfert de groupe 

Normalement chaque substitution entraine {'inversion de \a configuration, et done un 
double deplacement se tradult par la restauration de la configuration orlqlnale : experlmen- 
talement cela se tradult par la conservation de la configuration. 

Done, les mecanismes impliquant un complexe ternaire devraient s'accompagner 
d'une inversion de configuration, alors que les mecanismes a enzyme modifie 
devraient s'accompagner de la conservation de la configuration (puisque deux 
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inversions successives restaurent la configuration initiale). Par exemple, les etudes 
de l'hexokinase D du foie par resonance magnetique nucleaire (POLLARD-KNIGHT 
et ah, 1982) ont montre que la catalyse du transfert d'un groupe phosphoryle par cet 
enzyme s'accompagne d'une inversion de configuration en accord avec les argu- 
ments cinetiques impliquant un mecanisme a complexe ternaire. Une stereochimie 
similaire a ete demontree pour d'autres kinases qui sont supposees suivre des 
mecanismes impliquant un complexe ternaire, mais certaines kinases, comme la 
kinase des nucleosides phosphate, constituent une exception significative : non 
seulement la reaction se deroule avec une retention de la configuration de depart 
(Sheu, Richard et Frey, 1979), mais elle se caracterise par un comportement 
cinetique typique d'un mecanisme a enzyme modifie (GARCES et CLELAND, 1969). 

Ainsi, le fait qu'un mecanisme a complexe ternaire produise une inversion de 
configuration ne signifie pas qu'une inversion de conformation ne puisse etre 
expliquee qu'en terme de mecanisme a complexe ternaire : comme SPECTOR (1982) 
l'a ecrit, « un » n'est pas le seul nombre impair, et tous les arguments stereochimiques 
generalement proposes pour valider un mecanisme a un seul deplacement sont aussi 
bien expliques par un mecanisme impliquant trois deplacements (ou cinq, ou sept...). 
Dans le cas de l'acetate kinase, l'existence d'un mecanisme impliquant un triple 
deplacement a ete prouve de facon indubitable (Spector, 1980). 

Au cours de l'histoire de l'etude de ces reactions a plusieurs substrats et produits, il 
a pu sembler qu'il serait possible d'exprimer les resultats experimentaux en termes 
de quelques generalisations, par exemple que les kinases suivent systematiquement 
un mecanisme a ordre aleatoire impliquant un complexe ternaire, alors que les 
dehydrogenases dependant du NAD suivent un mecanisme a ordre obligatoire 
impliquant un complexe ternaire (avec le NAD ox comme premier substrat et le 
NAD red comme second produit) et que les transaminases suivent un mecanisme a 
enzyme modifie. Ce type de classification n'est pas totalement incorrect et il peut 
servir de guide lors de la caracterisation d'un nouvel enzyme, mais il est 
certainement trop simpliste. Par exemple, l'alcool dehydrogenase, obtenue a partir 
du foie de cheval, a ete considered comme l'archetype d'un enzyme suivant un 
mecanisme a ordre obligatoire impliquant un complexe ternaire ; cependant, on 
considere aujourd'hui que cet enzyme fixe ses substrats de maniere aleatoire mais 
qu'il libere ses produits de maniere ordonnee (HANES et ah, 1972). Dans le sens le 
plus strict du terme, les mecanismes ordonnes a complexe ternaire n'existent pas, 
mais ils restent utiles pour la discussion. 

II est important de realiser que la sequence des evenements suggeree par la cine- 
tique, comme nous en discutons dans la suite de ce chapitre, ne s'accorde pas 
necessairement avec le mecanisme chimique, c'est-a-dire avec la sequence reelle 
des evenements moleculaires qui se deroulent dans le site actif de l'enzyme. D'un 
point de vue cinetique, un mecanisme a complexe ternaire signifie que les deux 
substrats doivent etre fixes sur l'enzyme avant que le premier produit ne puisse etre 
libere, mais il est parfaitement plausible que le premier produit ne soit libere 
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qu'apres que le second substrat se soit fixe meme si l'enzyme suit un mecanisme a 
enzyme modifie. Bien que ce genre de mecanisme semble improbable avec une 
reaction du type de celle catalysee par une transaminase telle qu'elle est montree 
dans l'equation [6.3], ou les quatre reactifs sont tellement similaires que Ton 
s'attend a ce qu'ils se fixent tous sur le meme site, il est moins facile de l'exclure 
quand le groupe transfere est volumineux et que les quatre reactifs sont fortement 
differents les uns des autres. 

Bien que l'operation d'un mecanisme a enzyme modifie puisse generalement etre 
demontree par des arguments positifs, comme par l'isolement d'un intermediate ou 
l'enzyme est substitue (une procedure qui est facilement realisable avec une trans- 
aminase), l'operation d'un mecanisme impliquant un complexe ternaire est generale- 
ment deduite a partir d'arguments negatifs, comme l'impossibilite d'isoler un com- 
plexe ou l'enzyme est substitue. SPECTOR (1982) suggere que cette conclusion est 
toujours vraie (et pas seulement courante). Comme note ci-dessus, il fait remarquer 
que les arguments stereochimiques pour l'existence d'un mecanisme a complexe 
ternaire peuvent s'expliquer par un mecanisme impliquant un triple-deplacement, et 
il considere comme naive la conclusion selon laquelle un mecanisme impliquant un 
seul deplacement est « plus simple » que celle en impliquant trois ou cinq. De nom- 
breuses taches, dans la vie de tous les jours, sont simplifies en les divisant en plu- 
sieurs etapes et il est probable que cet argument s'applique egalement a la chimie 
des enzymes (cela est certainement vrai pour les reactions metaboliques, ou des 
reactions difficiles comme le couplage de l'oxydation du palmitate avec la synthese 
d'ATP, sont toujours decomposers en une sequence de reactions plus simples). 

Conceptuellement, et chimiquement, le probleme rencontre avec le mecanisme a 
complexe ternaire est que l'enzyme n'est pas qu'un simple spectateur. Dans la 
figure 6.2, il a au minimum un travail de changement de conformation a realiser, 
alors que dans le mecanisme de la figure 6.1, l'enzyme ne fait rien de plus que 
d'apporter quelques encouragements « moraux » aux reactifs. Inversement, dans un 
mecanisme a enzyme modifie (figure 6.3), l'enzyme apparait comme un participant 
essentiel dans chaque etape de la reaction et, sans l'enzyme, la reaction ne serait pas 
possible. II serait errone de penser que la these de Spector a ete generalement 
acceptee ; en realite elle a ete recue essentiellement avec indifference et meme avec 
hostilite. Cependant, nous n'avons pas connaissance de l'existence d'une analyse 
serieuse de ses propositions qui justifierait de les ecarter, et nous pensons qu'elles 
doivent recevoir plus d'attention qu'elles n'en ont eu jusqu'a present. Bien 
evidemment, il n'est pas possible de resumer un livre entier en quelques lignes et sa 
discussion est bien plus detaillee que nous n'avons pu le mentionner ici. 

6.2.4. Representation 6chemat\<\ue des mecamemee 

Comme nous l'avons deja mentionne, la maniere d'ecrire les reactions de transfert de 
groupe sous la forme GX et Y pour les substrats et X et GY pour les produits est 
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adequate pour presenter explicitement le transfert du groupe et pour discuter les 
aspects chimiques des mecanismes, mais elle est moins pratique pour l'ecriture des 
equations de vitesse. Dans la suite de ce chapitre, nous reviendrons a un systeme plus 
courant qui consiste a representer les substrats par A et B et les produits par P et Q. 

II est egalement approprie de mentionner a ce stade la maniere schematique de 
representer les mecanismes des reactions a deux ou plusieurs substrats qui a ete 
introduite par CLELAND (1963). Dans ce systeme, les differentes formes de l'en- 
zyme sont ecrites sous une ligne horizontale et des fleches verticales sont utilisees 
pour representer la fixation des substrats et la liberation des produits (figure 6.5). 
Ce systeme permet de representer de maniere simple et claire les mecanismes 
ordonnes et il est largement utilise pour cette raison. 
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6.5 - Representation schematise des mecanismes enzymatic\ues seion Cleland 
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Cependant, il devient incommode s'il est necessaire d'incorporer des branchements 
ou d'autres complications. Le systeme propose par CLELAND utilise egalement une 
nomenclature particuliere qui permet de definir le nombre de substrats et de pro- 
duits impliques dans la reaction. Pour une reaction impliquant un reactif, le terme 
uni- est utilise. De la meme maniere pour une reaction impliquant deux ou trois 
reactifs les termes hi- et ter- sont utilises. Ainsi si une reaction a deux substrats et 
trois produits cette reaction est defmie comme une reaction bi-ter. CLELAND utilise 
egalement des termes differents pour definir les differents types de mecanismes. 
Les mecanismes a complexe ternaire sont appeles mecanismes sequentiels et les 
mecanismes a enzymes modifies sont appeles mecanismes ping-pong (figure 6.5). 

6.3. Derivation pes equations de vitesse 
a l'etat 5tati0nnaire 

6.3.1. Introduction 

En principe, quel que soit le mecanisme, l'equation de vitesse dans des conditions 
d'etat stationnaire peut etre derivee de la meme maniere que pour le mecanisme a 
deux etapes de Michaelis et Menten. En pratique cette methode peut devenir 
extremement fastidieuse et, sauf pour les mecanismes les plus simples, est sus- 
ceptible de conduire a des erreurs. King et Altman (1956) ont decrit une methode 
schematique, simple et s'appliquant a n'importe quel mecanisme, qui consiste en 
une serie de reactions entre differentes formes d'un enzyme. Elle n'est par contre 
applicable ni aux reactions non-enzymatiques, ni aux melanges d'enzymes, ni aux 
mecanismes qui renferment des etapes non-enzymatiques. Neanmoins, elle est 
applicable a la majorite des situations rencontrees dans la catalyse enzymatique et 
est tres utile dans la pratique. Nous decrivons et discutons brievement cette 
methode dans les paragraphes suivants. 

La theorie sur laquelle repose la methode de King et Altman, est beaucoup plus 
complexe que son application pratique et puisqu'il n'est pas necessaire de com- 
prendre la theorie pour l'appliquer, nous nous contenterons ici de donner une 
description de l'utilisation de cette methode et nous renvoyons les lecteurs qui 
serai ent interesses par la theorie a d'autres ouvrages (Engel, 1981). 

6.3.2. La methode de King et Altman 

La methode de King et Altman est plus simplement exposee en considerant un 
exemple. Nous avons choisi de considerer comme exemple un des mecanismes 
les plus importants parmi les mecanismes a deux substrats, le mecanisme ordonne 
a complexe ternaire qui peut etre ecrit comme suit, sous la forme d'une serie 
d'equations : 
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EA 



EA + B =i=t EAB 

k_ 2 

EAB =*=t EPQ [6.4] 

h 

EPQ « >- EQ +P 

EQ >- E + Q 

k /\ 

Aucune constante de vitesse n'est indiquee pour la troisieme reaction parce que 
nous supposons que la vitesse de conversion de EAB en EPQ est superieure a celle 
des etapes de fixation. Cette simplification entraine que les mesures a l'etat station- 
naire ne fournissent aucune information sur les isomerisations entre intermediaries 
qui sont uniquement des reactions de premier ordre. Pour analyser l'equation d'etat 
stationnaire, il est des lors, necessaire de traiter EAB et EPQ comme une seule et 
meme espece, meme s'il peut s'averer plus instructif en regard du mecanisme de les 
considerer comme des especes distinctes. 

La premiere etape de la methode de King et Altman consiste a incorporer le 
mecanisme dans un schema circulaire qui renferme l'ensemble des especes de 
l'enzyme et qui indique les reactions entre ces especes, comme presente dans la 
figure 6.6a pour notre exemple de mecanisme ordonne a complexe ternaire. Toutes 
les reactions doivent etre traitees comme des reactions de premier ordre, ce qui 
signifie que les reactions de second ordre, comme la reaction E + A — » EA, 
doivent etre caracterisees par des constantes de pseudo-premier ordre ; ainsi dans 
notre exemple, la constante de second ordre k x est remplacee par la constante de 
pseudo-premier ordre ^[AJm incluant la concentration de A. 

Dans une deuxieme etape, un profit central (figure 6.6b) est dessine qui correspond 
a l'ossature du schema reactionnel, dans ce cas il s'agit d'un carre. II est alors 
necessaire d'identifier l'ensemble des profils qui 

► sont constitues de lignes appartenant au profil central uniquement, 

► connectent chaque paire de formes de l'enzyme et 

► ne contiennent aucune boucle fermee. 

Chacun de ces profils renferme une ligne de moins que le nombre de formes de 
l'enzyme ; dans l'exemple choisi, il existe quatre profils de ce type qui sont 
representes dans la figure 6.6c. 
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a - Schema circulaire de la reaction 



b - Profit central derive du schema 



c - Ensemble complet des profits de King-Altman derives du profit central 




d - Exemples de profits qui ne satisfont pas ies regies exposees dans ie texte 
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e - Profits avec addition de fleches de sorte <\ue chacun se termine en E 
et precisant Ies constantes de Vitesse 

&.& - La methode de King et Altman pour deriver Ies equations de vitesse 

Chacun de ces profile orlentes correspond au produit des constantes de vitesse presente 
en dessous. 

Dans cet exemple, l'application de ces regies semble evidente, mais la situation 
peut etre differente avec des mecanismes plus complexes et pour eviter tout 
malentendu il peut s'averer utile de considerer trois profils errones, qui satisfont 
uniquement deux regies sur trois. Ces profils sont presentes dans la figure 6.6d. 

Pour chaque forme de l'enzyme, des fleches sont tracees sur les lignes des profils 
acceptables, de telle sorte que chaque profil conduit a la forme consideree de 
l'enzyme sans consideration pour l'endroit du schema ou nous commencons. Ainsi, 
pour la forme libre de l'enzyme E, les quatre profils de la figure 6.6c sont repre- 
sents comme dans la figure 6.6e. Chaque profil est alors interprets comme un 
produit de constantes de vitesse specifiees par les fleches par reference au 
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mecanisme complet de la figure 6.6a, et l'ensemble des quatre profils est interprets 
comme la somme de quatre produits de ce type. Par exemple, dans la figure 6.6e, le 
premier profil donne le terme : k_ x k_ 2 k_ 3 [P J , et l'ensemble complet des profils 
conduisant a E donne le terme : ( k_ x k_ 2 k_ 3 [ P J + k_ x k_ 2 k 4 + k_ x k 3 k 4 + k 2 k 3 k 4 [ B J) . 
Cette somme devient alors le numerateur d'une expression qui represente la 
fraction de la concentration totale d'enzyme [EJ qui existe sous la forme E a 
l'etat stationnaire : 

[E] = ( k_ x k_ 2 k_ 3 [PJ + k_ x k_ 2 k 4 + k_ x k 3 k 4 + k 2 k 3 k 4 [ BJ) 

[Eh ~ D 

En procedant exactement de la meme maniere pour les trois autres formes de 
l'enzyme, nous obtenons trois fractions supplementaires : 

[EA] _ (kk_ 2 k_ 3 [ A] [P ] ' + k x k_ 2 k 4 [ A] ' + k x k 3 k 4 [ A] ' + k_ 2 k_ 3 k_ 4 [P J [Q]) 



[Eh D 



[ EAB]+ [ EPQJ 



r k x k 2 k_ 3 [A ][B ][P ] + k x k 2 k 4 [A][B] 
+k_ x k_ 3 k_ 4 [P][Q] + k 2 k_ 3 k_ 4 [B][P][Q]; 



[Eh D 
[EQJ = (k x k 2 k 3 [AJ[ B] + k_ x k_ 2 k_ 4 [ QJ + k_ x k 3 k_ 4 [ QJ + k 2 k 3 k_ 4 [BJ[ Qj) 
[EJ D 



[6.6] 



[6.7] 



[6.8] 



Puisque ces quatre formes sont les quatre seules formes de l'enzyme, la somme de 
ces quatre fractions doit etre egale a 1, ce qui signifie que le denominateur D dans 
chacune des fractions doit etre la somme des numerateurs, c'est-a-dire la somme 
des 1 6 produits obtenus a partir des profils. 

La vitesse de la reaction est alors donnee par (la somme des vitesses des etapes qui 
generent un produit particulier) moins (la somme des vitesses des etapes qui 
consomment le meme produit). Dans notre exemple, il existe une seule etape qui 
genere le produit P, (EAB + EPQ) — »- EQ + P, et une seule etape qui consomme 
P, EQ + P — ^ (EAB + EPQ), et done : 

d[P] 
v = — — - 
dt 



= k 3 {[EAB] + [EPQ])-k_ 3 [EQ][P] 
[El 



r k x k 2 k 3 k_ 3 [A ][B ][P ] + k x k 2 k 3 k 4 [A ][B ] 
+k_ l k_ 3 k 3 k_ 4 [P][Q] + k 2 k_ 3 k 3 k_ 4 [B][P][Q] 
-k x k 2 k_ 3 k 3 [A][B][P] - k_ x k_ 2 k_ 3 k^[P][Q] 
-k_ x k_ 3 k 3 k_ 4 [P][Q]-k 2 k_ 3 k 3 k„ 4 [B][P][Q] 

D 

(k x k 2 k 3 k 4 [Eh[A][B]-k_ x k_ 2 k_ 3 k_ 4 [Eh[P][Ql) 

D 



[6.9] 
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Dans la plupart des cas, il est plus important de connaitre la forme de l'equation de 
vitesse dans des conditions d'etat stationnaire que de connaitre son expression 
detaillee en termes de constantes individuelles de vitesse. II est done commode 
d'exprimer l'equation de vitesse sous la forme de coefficients qui permettent de 
predire directement les proprietes experimentales d'un mecanisme donne. Dans 
notre exemple, l'equation de vitesse peut etre ecrite de maniere simplifiee : 

= [Eh (N x [AJfBJ - N_\ [PJfQJ) 

D + D l fAJ+D 2 fBJ+D 2 [PJ+D 4 [QJ + D s fAJfBJ + D 6 fAJfPJ 
+ A [BJfQJ + A [PJfQJ + D 9 [AJ[BJ[PJ + Ao [B J [PJfQJ 

ou les coefficients prennent les valeurs suivantes : 

Ni = kik 2 k 3 k 4 ; N_i = k_ l k_ 2 k_ 3 k^ i ; D = k_ x ( k_ 2 + k 3 )k 4 ; D x =k\( k_ 2 + k 3 )k 4 ; 

A = k 2 k 3 k 4 ; A = k-ik- 2 k-3 ', A = ^-1 ( k- 2 + k 3 )k_ A ; D 5 = k x k 2 (k 3 +k 4 ) ; 

A =k\k_ 2 k_ i ; A =k 2 k i k 4 ; A = + k- 2 )k_ 3 k_ 4 ; A =k\k 2 k_T, ; Ao =k 2 k_ 3 k_ 4 . 



6.3.3. La methode de Wong et Hanes 



Bien que la methode de King et Altman evite de generer au denominateur de 
l'equation de vitesse des termes qui seraient simplifies par la suite par soustraction, et 
dispense ainsi d'un travail inutile (et des erreurs qui pourraient en decouler), elle ne 
permet pas d'eviter les simplifications dans le numerateur. Dans l'equation [6.9], par 
exemple, huit termes apparaissent initialement dans le numerateur qui se simplifient 
par soustraction entre eux pour ne laisser que deux termes. 

II est surprenant que les deux termes du numerateur qui persistent, soient relati- 
vement concis par rapport aux six qui ont disparus : le terme positif du numerateur 
consiste dans le produit de la concentration totale d'enzyme, des concentrations des 
substrats pour la reaction directe et des quatre constantes de vitesse qui decrivent 
un cycle du mecanisme dans le sens direct ; le terme negatif du numerateur 
correspond au produit de la concentration totale d'enzyme, des concentrations des 
substrats dans la reaction inverse et des quatre constantes de vitesse qui decrivent 
un cycle du mecanisme dans le sens inverse. Cette situation apparait clairement si 
nous representons les fleches correspondantes dans les profils d'une sorte de 
methode inverse de King et Altman, comme dans la figure 6.7. 



6.7 - Methode de Wong et Hanes 
pour determiner le numerateur 
de l'equation de vitesse 



, ky[A] 










UfQ] k_ 2 
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r k_ 3 [PJ 



Cette propriete a ete generalisee par Wong et Hanes (1962) sous la forme d'une 
regie structurale pour le numerateur de l'equation de vitesse. Initialement, le profil 
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central est dessine, exactement comme dans la methode de King et Altman 
(figure 6.6b), mais ensuite ne sont consideres que les profils qui : 

► contiennent uniquement des lignes du profil central, 

► connectent chaque paire de formes de l'enzyme, 

► renferment une fleche partant de chaque forme de l'enzyme, 

► renferment un seul cycle correspondant a une reaction complete dans le sens 
direct ou dans le sens inverse. 

Dans un mecanisme simple comme celui que nous avons considere jusqu'a present, 
le cycle consiste dans le profil central dans sa totalite. Cependant, dans les cas plus 
complexes, des formes additionnelles de l'enzyme peuvent exister en dehors du 
cycle catalytique : les lignes connectant celles-ci au cycle doivent avoir des fleches 
qui les conduisent au cycle. Finalement, nous ecrivons les termes du numerateur 
comme une somme algebrique, de sorte que chaque profil qui accomplit la reaction 
directe donne un produit positif et chaque profil qui accomplit la reaction inverse 
donne un produit negatif. Si le cycle convertit plus d'un equivalent stcechio- 
metrique, il doit etre pondere de maniere adequate. Si le cycle de la figure 6.6b 
represente la reaction 2A + 2B — »- 2P + 2Q il sera incorpore dans l'equation de 
vitesse avec un coefficient stcechiometrique de 2. 

6.3.4. Modifications de la methode de King et Altman 

La methode de King et Altman comme nous l'avons decrite est utile et facile a 
appliquer a n'importe lequel des mecanismes les plus simples. Cependant, les 
mecanismes complexes necessitent souvent d'identifier un grand nombre de profils. 
La derivation est alors tres laborieuse et susceptible de generer des erreurs, et nous 
pouvons aisement interpreter incorrectement un profil ou ecrire des termes incor- 
rects. Bien qu'en principe, il soit possible de calculer le nombre total de profils 
(King et Altman, 1956 ; Chou et al, 1979), cette procedure est laborieuse, sauf 
pour les mecanismes simples, parce que des corrections sont necessaires pour tous 
les cycles du mecanisme. De plus, connaitre le nombre de profils attendus peut 
s'averer sans utilite pour les trouver et ne diminue en rien la quantite de travail 
necessaire pour ecrire ces termes. En general, il est preferable, pour les 
mecanismes complexes, de chercher a simplifier la procedure. Volkenstein et 
Goldstein (1966) ont etabli certaines regies pour realiser cela, dont les plus 
simples sont enoncees ci-dessous : 

1. Si deux ou plusieurs etapes impliquent la conversion de la meme paire de formes 
de l'enzyme, ces etapes peuvent etre condensees en une seule en additionnant les 
constantes de vitesse pour les etapes paralleles. Par exemple, si le mecanisme de 
Michaelis et Menten est represente selon le schema de King et Altman 



l'enzyme, celles-ci peuvent etre additionnees comme dans la figure 6.8b. Le 
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profil central qui resulte, devient le seul profil representant le mecanisme et ainsi 
les expressions pour [E] et [EA] peuvent etre derivees immediatement : 

[E] _ k_r + k 2 



[Eh k_ l + k 2 +k x [A] + k_ 2 [P] 
[EA] = k 1 [A] + k_ 2 [P] 
[E] k_ l + k 2 +k l [A] + k. 2 [P] 



[6.11] 



[6.12] 



6.3 - Collapeue d'une paire d'etapes 
paralleles (a) connectant la meme 
paire de formes de I'enzyme en addi- 
tionnant les constantes de vitesse 
pour donner une seule etape (b) 




h[A] + k_ 2 [P] 
k-\ + k 2 



■ EA 



2. Si le mecanisme renferme differentes especes d'enzyme qui possedent des pro- 
prietes identiques, la procedure est largement facilitee en traitant ceux-ci comme 
une seule espece. Par exemple, si un enzyme renferme deux sites actifs iden- 
tiques, le mecanisme peut etre represente comme dans la figure 6.9a. Traite de 
cette maniere ce mecanisme necessite 32 profils, mais si nous tirons parti de la 
symetrie par rapport a la ligne en pointilles, comme presente dans la figure 6.9b, 
le traitement se simplifie et necessite uniquement quatre profils, qui peuvent 
encore etre simplifies en utilisant la regie (1) concernant l'addition des etapes 
paralleles (figure 6.9c). 





a - Mecanisme complet 



b - Prise en compte de la symetrie 

2k x [A] k^A] 



EA 



EA 2 



k- l +k 2 2(k_ 3 +k 4 ) 

c - Addition d'etapes paralleles 

6.9 - Simplification d'un modele complete en utilisant les facteurs 
stat/st/cjues pour rempiacer des etapes identiques 

Le mecanisme presente en [a) est symetrique par rapport a la ligne en pointilles et 
possede exactement les memes proprietes a I'etat stationnaire que le mecanisme plus 
simple presente en (b). 



196 



ClNETIQUE ENZYMATIQUE 



En consequence, ce mecanisme necessite uniquement deux profils et les 
expressions pour les concentrations peuvent etre ecrites directement : 

2(k_ 1 + k 2 )(k_ i+ k 4 ) 



[E] 



[ E] Q 2(k_ l+ k 2 )(k_ 3 + k 4 ) + \k x (k_ 3 +k 4 )[AJ + 2k [A] 2 



[6.13] 



Les facteurs statistiques apparaissent toujours quel que soit l'avantage qui puisse 
etre tire de la symetrie du profil central. Dans cet exemple, la reaction E — >- EA 
peut se derouler de deux manieres differentes, et done la vitesse totale est la 
somme de deux vitesses, donnant une constante de vitesse 2k x [A] qui corres- 
pond au double de la constante de vitesse sur chacun des deux chemins indi- 
viduels. La reaction inverse EA — >- E + A, d'un autre cote, peut se derouler 
d'une seule maniere et se caracterise par un facteur statistique de 1. Ainsi, sa 
constante de vitesse reste k_ x . 

3. Si le profil central consiste en deux ou plusieurs parties distinctes en contact au 
niveau d'une seule forme de l'enzyme, il est commode de traiter separement 
chacune des parties. Un exemple simple de cette approche est fourni dans le cas 
de substrats competitifs (figure 6.10), dans lequel un seul enzyme catalyse 
simultanement deux reactions distinctes avec des substrats differents. 



EA' 





6.10 - Mecanisme dane lequel 
deux parties independantee 
eont connecteee entre ellee 
par I'intermediaire d'une forme 
unique de l'enzyme {dane ce 
cae, il e'agit de la forme E) 



Dans ce cas, les expressions pour chacune des formes de l'enzyme sont le produit 
des sommes correspondant aux moities gauche et droite du profil central : 

[E] _ (k'_ x k'_ 2 + + k^ ) (k_ x k_ 2 + k_ x k 3 + k 2 k 3 ) 
jEh ~ D 



[EA] _ (k'_ x k'_ 2 + k'_M + k\k\ )(k x k_ 2 [A] + k x k 2 [A] + k. 2 k_ 3 [P ]) 
[E], ~ D 

[EP] = (k'_ x k'_ 2 +k'_ l k' i +k' 2 k',)(k x k 2 [A] + k_ l k_,[P] + k 2 k_,[P]) 
[E] D 

[EA'] = (k' x k'_ 2 [A' ] + m [A' ] + k'_ 2 k'_ 3 [P' ])(k_ x k_ 2 + k_ x k, + k 2 k 3 ) 
[E] D 

[EP'] _ (k[k' 2 [A'] + k'_ x k'_ 3 [A'] + k' 2 k'_ 3 [P'])(k_ x k_ 2 +k_ x k 3 + k 2 k 3 ) 



[E] 



D 



[6.14] 
[6.15] 
[6.16] 
[6.17] 
[6.18] 
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Le numerateur dans l'expression de [Ej/[EJ est le produit de deux sommes : 
la premiere provient des profils qui conduisent a E dans la moitie gauche du profil 
central et elle apparait inchangee dans les numerateurs pour EA et EP ; la seconde 
somme provient des profils qui conduisent a E dans la moitie droite du profil 
central et elle apparait inchangee dans les numerateurs de EA' et de EP'. La 
seconde somme du numerateur de EA provient de profils qui conduisent a EA dans 
la moitie droite du profil central et de meme pour EP. La premiere somme du 
numerateur de EA' provient des profils qui conduisent a EA' dans la moitie gauche 
du profil central et de meme pour EP'. 



6.3.5. Reactions renfermant des Stapes a l'eo[uilibre 

Certains mecanismes sont assez importants pour justifier une analyse detaillee, 
mais ils sont parfois tellement complexes que, meme en utilisant les methodes 
decrites ci-dessus, ils generent des equations de vitesse trop compliquees pour etre 
manipulees. Dans de tels cas, certaines simplifications doivent etre envisagees et 
des simplifications importantes peuvent souvent etre obtenues si certaines etapes, 
telles les etapes de fixation de protons, sont supposees a l'equilibre dans les con- 
ditions d'etat stationnaire. Ces suppositions peuvent bien sur se reveler fausses lors 
d'etudes plus approfondies, mais elles sont tres utiles en premiere approximation. 

Cha (1968) a decrit une methode pour l'analyse des mecanismes renfermant des 
etapes a l'equilibre qui est beaucoup plus simple que la methode de King et 
Altman parce que chaque groupe de formes de l'enzyme en equilibre peut etre 
traite comme une seule espece. Par exemple, considerons le mecanisme de la 
figure 6.11, pour un enzyme dans lequel la forme non-protonnee E° et la forme 
protonnee HE + sont catalytiquement actives mais se caracterisent par des 
constantes cinetiques differentes (dans le traitement habituel de l'influence du pH 
sur le comportement des enzymes que nous traiterons au chapitre 9, nous 
supposerons qu'un seul etat de protonation de l'enzyme est actif, mais ici nous 
supposons que EA° et HEA + peuvent reagir pour donner des produits sinon notre 
exemple est trivial et ne peut etre utilise pour illustrer la methode de Cha). Si 
l'equilibre entre E° et HE + est maintenu au cours de l'etat stationnaire, les fractions 

K I H + 1 

des formes E° et HE + sont donnees respectivement par et — — 

K E +[H + ] K E +[H + ] 

de la forme composite E de l'enzyme, ou [H + ] represente la concentration d'ion 
hydrogene et K E est la constante de dissociation de la fonction protonable sur la 
forme libre de l'enzyme. La vitesse de fixation de A sur E°, qui est donnee par 

kt[E° If AJ, peut alors s'ecrire sous la forme k\[E][A]K E gt ^ fixation de A 

K E + [H + ] 

k' f E If A 1 fH + 7 

sur EH + peut de maniere similaire s'ecrire — — — — — — ; la vitesse totale de 

K E +fH + J 
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fixation de A sur les differentes formes 
[E][A](k x K E +k[[H + ]) 



de E est donnee par 
. En effet, les constantes individuelles de vitesse k et 



K E +[H + ] 

k{ ont ete remplacees par la constante de vitesse composite ^ l ^ E + — ^ - : de 

K E +[H + ] 

maniere plus generale, la constante de vitesse composite est la somme des cons- 
tantes individuelles de vitesse, ponderees par la fraction de la forme correspondante 
de l'enzyme presente dans le melange a l'equilibre. La liberation de A a partir de 
l'espece composite EA et la conversion de la meme espece en produit peuvent etre 
traitees de la meme maniere. 



A + HE+ 



HEA+ 



kh 



HE+ + P 





f-1 








Etapes a 

K E 


Kea 


l'equilibre 


K E 




: *i 


k 2 





+ 
H 



+ 
H+ 



+ 
H+ 



6.11 - Traitement des etapee a \'ec\u\\\bre 

Si lee etapee de fixation de protone (etapee verticalee dane I'exemple donne) eont tralteee 
comme dee equillbree, le mecanieme peut etre elmpllfle en traltant lee qroupee de formee 
d'enzyme a l'equilibre comme dee eepecee uniquee. 

Tout ceci semble compliquer l'analyse plutot que de la simplifier, mais la resultante 
est que le mecanisme original qui aurait necessite l'emploi de la methode de KING 
et Altman a ete remplace par un mecanisme plus simple pour lequel nous 
connaissons deja la solution, c'est-a-dire le mecanisme de Michaelis et Menten, 
bien que les expressions pour les constantes de vitesse soient exceptionnellement 
complexes. L'equation de vitesse peut done etre ecrite immediatement, en 

k,K E +k[[H + ] 



remplacant k x dans l'equation [3.34] par 
meme maniere pour k_ x et k 2 . 



K E +[H + ] 



et en procedant de la 



La methode de Cha est applicable a tout mecanisme qui contient des etapes a 
l'equilibre. En general, n'importe quel nombre de formes d'enzyme en equilibre les 
unes avec les autres peut etre traite comme une espece unique, et chaque constante 
de vitesse k t pour un composant constitue un terme kj t dans la somme donnant la 
constante de vitesse pour l'espece composite, ou f t represente la fraction du compo- 
sant dans le melange a l'equilibre. Bien que la validite de cette methode ait ete mise 
en question (SEGEL et MARTIN, 1988), TOPHAN et BROCKELHURST (1992) ont 
demontre que les objections emises n'etaient pas fondees. L'analyse de ces auteurs 
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a plus d'un interet, puisque, comme ils le font remarquer, d'autres auteurs ont 
commis des erreurs similaires et qu'il est important de comprendre comment les 
eviter. Le point essentiel est que des qu'une serie de reactions forme des cycles, il 
est necessaire de tenir compte de toutes les routes paralleles qui connectent chaque 
paire d'especes dans le mecanisme. Plus generalement, quelle que soit la constante 
de vitesse supposee pour une des etapes du mecanisme, il est essentiel que le 
produit de tous les rapports de constantes de vitesse directe et inverse pour les 
etapes connectant une paire d'especes doivent correspondre a la constante 
d'equilibre pour le processus net. II devrait etre superflu d'aj outer que cette 
constante d'equilibre doit etre la meme pour chaque voie parallele correspondant a 
la meme reaction. II s'ensuit qu'un cycle qui ne produit aucun changement net, tel 
que le cycle E° — >- HE + — >- HEA + — >- EA° — »- E° dans la figure 6.1 1 doit 
avoir une constante nette d'equilibre egale a 1 . Le defaut de comprehension de ce 
principe a produit quelques idees fausses concernant la maniere dont la 
cooperativite cinetique peut apparaitre avec un enzyme monomerique avant qu'un 
modele valable, que nous decrirons dans le § 9.5, ne soit developpe. 

Une mise en garde doit toutefois etre faite au sujet de l'utilisation de la methode de 
CHA dans le cas de mecanismes qui renferment des chemins paralleles de fixation, 
tels que les mecanismes dans lesquels deux substrats, A et B, peuvent se fixer dans 
n'importe quel ordre pour former le complexe ternaire EAB. Puisque l'equation de 
vitesse pour un tel mecanisme est souvent trop compliquee pour etre manipulee 
aisement, la pratique courante consiste a utiliser des equations derivees en suppo- 
sant que les etapes de fixation sont a l'equilibre. D'un point de vue mecanique, il 
n'existe pas plus de fondement a cette hypothese qu'il n'en existe pour les 
mecanismes a un seul substrat (§ 3.3.2) mais les equations resultantes sont souvent 
en accord avec l'experience. Le probleme provient du fait que les termes addition- 
nels presents dans la forme rigoureuse de l'equation de vitesse a l'etat stationnaire 
peuvent etre numeriquement tres petits ou qu'ils peuvent varier en proportion avec 
d'autres termes, si bien qu'ils sont quasiment impossibles a detecter comme l'ont 
discute Gulbinsky et Cleland (1968) dans leur etude de la galactokinase. II 
s'agit d'un point d'importance generate pour l'application correcte de l'analyse 
cinetique : plus d'un ensemble d'hypotheses peut conduire a la meme equation de 
vitesse ou a une famille d'equations de vitesse qui ne sont pas distinguables 
experimentalement ; il n'est done pas possible d'utiliser la concordance des resultats 
experimentaux avec une equation de vitesse comme critere pour valider les 
hypotheses utilisees pour deriver cette equation. 

6.3.6. Analyse dee mecanismes par inspection 
Raisonnement topologique 

II est possible de penser - en realite, cela est tellement evident qu'il semble inutile 
de le mentionner - que le role essentiel de la methode de King et Altman dans 
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l'enzymologie modeme est de deriver des equations de vitesse. Cependant, imposer 
cette limite a la methode de King et Altman serait une erreur, parce qu'en dehors 
du contexte de l'enseignement de l'enzymologie il est rare que nous ayons a deriver 
des equations de vitesse et de nombreuses equations sont deja connues : de 
nombreux exemples, a la fois des equations de vitesse et de leur derivation, 
peuvent etre trouves dans les livres de Plawman (1972), de Segel (1975) et de 
Schulz (1994). La veritable importance de la methode de King et Altman se 
situe ailleurs, dans le fait qu'une fois familiarise avec cette methode, l'utilisateur 
peut deduire certaines conclusions sur les proprietes d'etat stationnaire des 
mecanismes enzymatiques sans avoir recours explicitement a l'algebre, un procede 
que WONG (1975) a appele avec justesse un raisonnement topologique. 

Dans la methode de King et Altman, chaque profil genere un terme positif et 
chaque terme apparait dans le denominateur de l'equation de vitesse. Puisqu'il 
n'existe aucun terme negatif, aucun des termes ne peut s'eliminer par soustraction et 
done chaque terme correspondant a un profil repertorie doit apparaitre dans 
l'equation de vitesse. La seule exception a cette regie est que quelquefois le 
numerateur et le denominateur partagent un facteur commun qui peut alors s'eliminer 
par division, mais ceci a lieu uniquement s'il existe des symetries dans le mecanisme 
de sorte que certaines constantes de vitesse apparaissent plus d'une fois. 

Mecanismes avec des voies alternatives 

Dans les mecanismes pour lesquels il n'existe aucune relation entre les constantes 
de vitesse en plus de celles requises par la thermodynamique, il est prudent de 
supposer qu'aucune simplification n'est possible entre le numerateur et le denomi- 
nateur et que done chaque profil genere un terme qui apparait dans l'equation de 
vitesse. Considerons par exemple le mecanisme presente dans la figure 6.11, mais 
sans supposer que les etapes de fixation de protons soient a l'equilibre : n'y a-t-il 
pas certaines conclusions que nous puissions etablir au sujet de la maniere dont 
l'equation de vitesse differe de celle etablie a partir de l'hypothese de l'equilibre et 
cela sans avoir a deriver l'equation ? Si aucune des etapes n'est a l'equilibre, la 
methode de King et Altman doit generer des termes en [A] 2 et [B] 2 , puisque 
nous pouvons facilement trouver des profils qui contiennent deux etapes de 
fixation de A ou deux etapes de fixation de H + , par exemple le profil qui se termine 
a EA° et qui consiste dans la reaction E° — EA° et HE + — HEA + — EA°. 
Ainsi, simplement en inspectant le mecanisme, nous pouvons deduire que 
l'equation de vitesse est du second ordre en [A] et en [H + ] . Notons que cette 
deduction peut etre faite sans rien ecrire sur le papier, ni dessiner les profils, ni 
deriver l'equation (bien que l'analyse serait facilitee si nous reecrivions le 
mecanisme sous une forme circulaire comme dans la figure 6.6a, de sorte que E° et 
HE + n'apparaissent pas deux fois chacun). 
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Les etapes en cul-de-sac 



A cote de sa valeur d'inspection pour etudier des mecanismes particuliers, la 
methode de King et Altman peut egalement etre utilisee pour tirer des conclu- 
sions importantes et significatives sur les mecanismes en general. Considerons par 
exemple l'effet de l'addition d'une etape au mecanisme de la figure 6.6a, dans 
laquelle B se fixe sur EQ pour former un complexe cul-de-sac EBQ qui est inca- 
pable de reagir autrement qu'en liberant B pour reformer EQ, comme le montre la 
figure 6.12. Pour chaque forme de l'enzyme dans le mecanisme original, c'est-a- 
dire chaque forme a l'exception de EBQ, chacun des profils de King et Altman 
doit renfermer la reaction EBQ — »- EQ, et done chacune des formes de l'enzyme a 
l'exception de EBQ doit avoir la meme expression que precedemment sauf que 
cette derniere est multipliee par k_ s . Puisque la seule voie pour former EBQ part de 
EQ, il est evident que chaque profil pour EBQ doit etre le meme que pour EQ ou la 
reaction EBQ — »- EQ est remplacee par EQ — >- EBQ, et ainsi l'expression pour 
EBQ doit etre la meme que celle pour EQ dans laquelle k_ 5 est remplace par 
k 5 [B], e'est-a-dire que le rapport [ EBQ] / [ EQ] doit etre k 5 [B]/k_ 5 . Puisque 
k 5 /k_ 5 est la constante d'association, cela signifie que ces etapes doivent etre a 
l'equilibre dans les conditions d'etat stationnaire. L'equation de vitesse dans son 
ensemble doit etre la meme que pour le mecanisme sans l'inhibition par le 
complexe en cul-de-sac, excepte que tous les termes en EQ dans le denominateur 
\ | k 5 [B] \ 



sont multiplies par 



7 



h[A] 



Une etape en cul-de-sac (conversion de EQ en 
E3Q dans cet exemple) est toujours a l'equi- 
libre dans les conditions d'etat stationnaire. 



EA 



A'4 



6.12 - Mecanieme avec 
un complexe en cul-de-sac 



Etape en cul-de-sac 
EBQ 



k-4fQ] 



k 5 [B] 



EQ 



k- 3 fP] 



h[B] 



EAB 
EPQ. 



Une simple reflexion montre que la conclusion n'est pas particuliere au mecanisme 
considere, mais qu'elle s'applique a n'importe quel mecanisme qui renferme des 
etapes en cul-de-sac, meme si celles-ci forment une serie, e'est-a-dire meme si plu- 
sieurs etapes sont necessaires pour connecter le complexe en cul-de-sac au reste du 
mecanisme : dans un mecanisme donne, les reactions en cul-de-sac sont a 
l'equilibre dans les conditions d'etat stationnaire. Nous pouvons comprendre en 
terme de mecanisme (e'est-a-dire sans avoir recours a l'algebre) pourquoi cette 
conclusion s'applique, en prenant conscience que la raison pour laquelle les 
reactions ordinaires a l'etat stationnaire ne sont pas a l'equilibre reside dans le fait 
que le flux de reactifs est un processus de desequilibre perpetuel : l'apport constant 
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de reactifs d'un cote et l'elimination des produits de l'autre. Cependant, il n'y a 
aucun flux net des reactifs a travers les reactions en cul-de-sac, et done aucun 
desequilibre correspondant qui interfere avec l'etablissement d'un equilibre. 

6.3.7. Derivation dee eolations de vitesse par ordinateur 

La derivation des equations de vitesse, que se soit par la methode de King et 
Altman ou par toute autre methode, est un processus purement mecanique et son 
succes ou son echec depend de notre capacite a eviter les erreurs plutot que de 
notre aptitude a prendre des decisions intelligentes. Ce processus peut done etre 
implements dans une procedure assistee par ordinateur et un certain nombre de 
programmes ont ete decrits pour la derivation d'equations de vitesse (RHOADS et 
PRING, 1968 ; HURST, 1967, 1969 ; FISHER et SHCULZ, 1969 ; RUDOLPH et 
FROMM, 1971 ; KlNDELERER et AlNSWORTH, 1976; CORNISH-BOWDEN, 1977 ; 
Olavarria, 1986). Malheureusement tous ces programmes ont ete ecrits en 
FORTRAN ou dans d'autres langages qui ne sont plus couramment utilises 
aujourd'hui, mais leur adaptation a des systemes modernes ne doit pas poser de 
probleme insurmontable une fois que la methodologie est parfaitement comprise. 

Pour implementer la methode de KING et ALTMAN sur un ordinateur, il est 
commode de considerer le processus de derivation comme une serie d'operations 
sur un tableau de constantes de vitesse plutot que comme l'equivalent algebrique 
d'un exercice de reconnaissance de profil, parce que Interpretation de relations 
geometriques est tres difficile a realiser avec un ordinateur. Le tableau 6. 1 repre- 
sente le meme exemple que celui que nous avons considere dans le § 6.3.2, e'est-a- 
dire celui de l'equation [6.4] et pour obtenir un produit correct des constantes de 
vitesse pour un profil se terminant a E, nous pouvons prendre la premiere constante 
de vitesse disponible pour chaque ligne du tableau a l'exception de la premiere, 
e'est-a-dire k_ l k_ 2 k 4 : l'omission de la ligne E — assure que le produit ne contient 
aucun terme correspondant a la consommation de E et l'inclusion de toutes les 
autres lignes assure qu'il y a exactement une etape demarrant de chacun des autres 
intermediaries. Cependant, ceci est uniquement le premier de tous les produits 
possibles. Pour obtenir les autres, nous remplacons la constante de vitesse de la 
ligne EQ — par chacune des autres possibilites dans cette ligne, ce qui donne 
k_ l k_ 2 k_ 3 [P J comme l'unique nouveau produit possible. Nous passons alors a la 
seconde position de la ligne precedente, la ligne (EAB + EPQ) — et de nouveau, 
nous choisissons toutes les possibilites a partir de la ligne EQ — ce qui donne 
k_ik 3 k 4 et k-fak--} [ P ] . S'il y avait d'autres possibilites dans la ligne 
(EAB + EPQ) — nous ferions de meme pour chacune d'entre elles, mais il n'y a 
en aucune, et done nous pouvons proceder a l'element suivant de la ligne 
EA — v en prenant toutes les possibilites a partir des lignes (EAB + EPQ) — >■ et 
EQ^. 
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Tableau 6.1 - Derivation automatie\ue dee equations de viteeee 
a - Matrice de constantes de vitesse 





— >- E 


— >- EA 


— ^ (EA3 + 


EPQ) — ^ EQ 


E — v 


Aucun 


kJAJ 


Aucun 


k^fQJ 


EA — ► 


k-i 


Aucun 


k 2 [B] 


Aucun 


(EAB + EPQ) — »- 


Aucun 


k—2 


Aucun 


ki, 


EQ — >- 


K 


Aucun 


k-,[P] 


Aucun 


b - Identification dee produits cycliques 






— - E? 




Cyclique ? 


k_] k_2 k ^ 




Oui 




Non 


k_ x k_ 2 k_ 3 [ P ] 




Oui 




Non 


k_y k^ k^ 




Oui 




Non 


k_ l k i k_ i [P] 




Oui 




Oui 


k 2 [BJk_ 2 k 4 




Oui 




Oui 


k 2 [BJk_ 2 k_ 3 [PJ 




Non 




Oui 


k 2 [BJk 3 k 4 




Oui 




Non 


k 2 [BJk 3 k_ 3 [PJ 




Non 




Oui 



Au total, huit produits peuvent etre generes de cette fa?on, comme indique dans la 
partie inferieure du tableau 6. 1 . Cependant, tous ceux-ci ne sont pas valables 
puisque certains ne contiennent pas d'etape vers E et que certains sont cycliques. 
En principe, il n'est pas necessaire de verifier si un produit renferme une etape vers 
une espece cible puisque n'importe quel produit non-cyclique doit satisfaire a cette 
contrainte. Cependant, il est beaucoup plus facile de verifier si le produit contient 
une etape vers E que de verifier si celle-ci est cyclique, puisqu'un produit qui 
conduit a E doit obligatoirement contenir au moins une constante de vitesse de la 
colonne — »- E. II est done preferable d'eliminer les produits qui ne renferment pas 
une des constantes de vitesse de la colonne — >- E avant de verifier s'il n'y a pas de 
produit cyclique. Dans le cas du tableau 6.1, la reconnaissance de produits 
cycliques est triviale puisque le seul type de cycle possible dans ce mecanisme est 
celui qui comprend la constante de vitesse caracteristique de la direction directe et 
de la direction inverse pour une meme etape, comme dans le terme k_ik 3 k^ [P J 
qui renferme les constantes de vitesse directe et inverse pour l'etape 3. Toutefois, 
des cycles plus complexes peuvent faire partie de mecanismes plus compliques, et 
un programme devrait etre capable de les reconnaitre. 
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Conceptuellement, la maniere la plus simple (mais peut etre pas la plus efficace) de 
determiner si un produit est cyclique consiste a demarrer tour a tour avec chacune 
des constantes de vitesse contenue dans le produit et a suivre au moins n - 1 etapes 
jusqu'a ce que l'espece cible soit atteinte. Par exemple, considerons k 2 [B Jk^k 4 et 
commencons avec k 2 [B] : ceci provient de la colonne — *- (EAB + EPQ) et done 
nous devons trouver la constante de vitesse dans la ligne (EAB + EPQ) — *- qui est 
k 2 ; celle-ci se situe dans la colonne — >- EQ et done nous cherchons la constante 
de vitesse dans la ligne EQ — >- qui est k 4 ; celle-ci est dans la colonne — >■ E et 
done le processus est termine avec succes en 3 etapes (3 = n - 1 dans notre 
exemple). Comme les deux autres elements dans ce produit avaient ete testes dans 
la verification de k 2 [B ], il n'est pas necessaire de les tester a nouveau. Cependant, 
si nous avions demarre avec k 3 la verification ne serait pas passee par k 2 [B] et i\ 
aurait done ete necessaire de le tester separement. 

Cette methode de verification pour les produits cycliques peut sembler fastidieuse 
mais nous devons etre prudents et ne pas etre seduits par la possibility de prendre 
des raccourcis qui ne garantissent pas toujours l'obtention de resultats corrects. Par 
exemple, pour de nombreux mecanismes, tout produit qui renferme plusieurs fois 
la meme constante de vitesse ou qui renferme a la fois les constantes de vitesse 
directe et inverse pour la meme etape, est cyclique. Cependant, nous ne pouvons 
pas supposer que cela est toujours vrai parce que certains types de symetrie dans le 
mecanisme enzymatique peuvent entrainer l'apparition a plusieures reprises d'une 
ou de plusieurs constantes de vitesse comme par exemple dans la figure 6.9a. 
Certaines des methodes publiees pour l'analyse des mecanismes par ordinateur 
(pas parmi celles citees ci-dessus) n'integrent pas les precautions necessaires et 
fournissent des resultats incorrects pour de tels mecanismes. Apres elimination 
des produits incorrects, la somme des autres termes donne l'expression pour 
[E ] I [E 7 , comme dans l'equation [6.5] : 

[El [k_ x k_ 2 k 4 + k_ x k_ 2 k_ 3 [P] + k^k 3 k 4 + k 2 f B]k^k 4 ) 

- — — = 6.19 

[Eh D 

La conversion de cette equation dans l'equation [6.6], e'est-a-dire l'expression 
correspondante pour [EAJ/ [EJ , necessite maintenant d'analyser chaque produit 
dans la somme pour identifier le chemin de EA vers E qu'il renferme et de 
retourner les constantes de vitesse pour cette partie du produit tout en laissant le 
reste inchange. Dans le cas de k^k_ 2 k 4 , par exemple, le chemin de EA a E 
necessite juste k_ x , celui-ci est remplace par k x [A]. Le produit k_ 2 k 4 est laisse 
inchange et le produit dans sa totalite est remplace par k_ x [ A]k_ 2 k 4 . En realisant 
cette operation pour chaque produit l'un apres l'autre et ensuite pour (EAB + EPQ) 
et (EQ) fournit des equations equivalentes aux equations [6.6] a [6.8]. Cette 
approche fournit la base d'une methode de derivation par ordinateur equivalente a 
la methode de King et Altman. Le numerateur peut etre traite en appliquant le 
meme type de logique que celle comprise dans les regies de Wong et Hanes 
(§ 6.3.3) et il est alors aise d'obtenir l'equation complete de vitesse. 
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6 A. LE5 EQUATIONS DE VITE55E 

6.4.1. Mecanisme de type ordonne a complete ternalre 

Les mesures cinetiques dans des conditions d'etat stationnaire ont demontre leur 
incontestable valeur pour permettre de distinguer les differents mecanismes reac- 
tionnels dans les reactions de transfert de groupe. Le developpement des methodes 
cinetiques represente un travail considerable en raison du nombre de possibilites et 
des differences minimes qui existent entre les divers mecanismes cinetiques. 
SEGAL, KACHMAR et BOYER (1952) ont ete parmi les premiers a reconnaitre l'im- 
portance d'une approche systematique, et ils ont derive les equations pour plusieurs 
mecanismes. Ensuite, ALBERTY (1953, 1958) et DALZIEL (1957) ont fait largement 
progresser le champ des connaissances relatives aux reactions de transfert et ils ont 
introduit la plupart des methodes decrites dans ce chapitre. 

Puisque toutes les methodes d'analyse cinetique dans des conditions d'etat station- 
naire qui permettent de distinguer les differents mecanismes reposent sur la compa- 
raison des equations completes de vitesse, nous allons commencer par introduire 
brievement ces equations et la procedure a suivre pour les obtenir, avant de discuter 
des methodes d'analyse proprement dites. L'equation pour un mecanisme ordonne a 
complexe ternaire est presentee en premier puisqu'elle a ete derivee dans le § 6.3.2 
en utilisant la methode de King et Altman (equation [6.10]) : 

v = [Eh(N,[A][B]-N^[P][Q]) r62Q1 

D + D 1 fAJ+D 2 fBJ+D 3 [PJ+D 4 fQJ + D 5 fAJfBJ + D 6 fAJfPJ 
+ A [B][Q] + A [PJfQJ + D 9 [A][B][P] + Ao [BJfPJfQJ 

Cette equation contient treize coefficients, mais ceux-ci sont definis a partir de 
huit constantes de vitesse, de sorte qu'il doit exister des relations entre les coeffi- 
cients qui ne sont pas explicitent dans l'equation. De plus, les coefficients n'ont pas 
de signification mecanique apparente. De nombreux systemes ont ete utilises pour 
reecrire les equations de vitesse dans des termes plus significatifs ; celui que nous 
utilisons dans ce manuel est celui preconise par 1'IUBMB (IUB, 1982), et derive de 
la classification des constantes selon trois types introduite par CLELAND (1963) : 
les vitesses limites, les constantes de MlCHAELIS et les constantes d'inhibition. En 
general, une constante de Michaelis K mA pour un substrat A correspond au K m 
dans une reaction a un seul substrat et une constante d'inhibition K iA est liee aux 
valeurs de K ic et de K iu obtenues quand le substrat A est utilise comme un produit se 
comportant en inhibiteur de la reaction inverse (mais n'est pas obligatoirement 
identique a l'un de ceux-ci). Dans certaines circonstances, les constantes d'inhi- 
bition correspondent a d'authentiques constantes de dissociation des substrats et 
dans ces cas, il est possible de mettre cette caracteristique en evidence en utilisant 
un symbole du type K sA plutot que K iA ... Si les concentrations reelles de l'enzyme 
sont connues, les vitesses limites peuvent etre converties en constantes catalytiques 
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et la definition des constantes de specificite decoule naturellement de la definition 
exposee pour les reactions a un seul substrat (§ 3.3.4). 

Dans ce systeme, l'equation [6.20] peut etre reecrite sous la forme suivante : 

MA2111 v -if p JfQJ 

KiAK mB KnpKtQ 

v = [6.211 

1 + W H K mA [BJ | K mQ [PJ | [Q] | [AJfBJ | K mQ [A][P] 

K(A K iA K mB K mP KjQ K t Q K iA K mB K iA K mP KjQ 

, K mA [B][Q] | [PJfQJ | [AJfBJfPJ | [BJfPJfQJ 

KuKnjsKjQ K mP KjQ K iA K mB K iP K iB K mP KjQ 

La comparaison avec les definitions donnees apres l'equation [6.9] montre que les 
parametres cinetiques doivent avoir les valeurs donnees dans le tableau 6.2. Bien 
que cette equation semble complexe, elle renferme plus de regularites qu'il n'ap- 
parait au premier coup d'oeil. Les termes qui contiennent [Q] sont generalement 
similaires a ceux qui contiennent [A] , alors que ceux qui contiennent [P] sont 
similaires a ceux qui contiennent [BJ. L'equation dans son ensemble satisfait 
evidemment aux contraintes habituelles de respect des dimensions (§ 1.2.5), mais il 
est possible d'analyser cette equation en ignorant pour le moment le fait que toutes 
les concentrations, constantes de MlCHAELIS et constantes d'inhibition ont la meme 
dimension : si nous supposons que [A], K mA et K u possedent une dimension 
speciale A, [BJ , K mB et K iB une dimension B (differente de A) alors tous les 
termes du denominateur n'ont pas de dimensions ; n'importe quel reactif qui 
apparait au numerateur d'un terme, soit sous la forme d'un terme de concentration, 
soit sous la forme d'un indice, apparait egalement dans le denominateur. 

6.4.2. Mecanieme de type a\eato\re a comp\exe temaire 

L'equation pour le mecanisme aleatoire a complexe ternaire dans des conditions 
d'equilibre rapide est la suivante : 

Vrf AJfBJ V-JPJfQJ 
_ Kyi K mB K m pK lQ 

t , LAI | m | IP] | [Q] i l A UBj , [PJfQJ 

K iA K iB K iP K t Q K iA K mB K mP KjQ 

II peut sembler surprenant que l'equation la plus simple corresponde au mecanisme 
le plus complexe ; l'explication provient du fait que l'equation [6.22], au contraire 
de l'equation [6.21], a ete derivee en supposant que toutes les etapes, hormis la 
conversion des complexes ternaires EAB et EPQ, sont a l'equilibre, une supposition 
qui provoque la disparition de nombreux termes, y compris des termes qui renfer- 
ment des concentrations au carre. 
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Tableau 6.2 - Definitione dee parametree cinetiquee pour un mecanieme ordonne 



Mecanieme a complete ternaire 



k x [A] 



EA 



Mecanieme a enzyme modifie 



k x [A] 



EA 
E'P 



k- 4 [QJ 



EQ 



k 4 



k- 4 [QJ 



k- 2 [P] 



k- 3 [P] 



EAB 
EPQ. 



E'B 
EQ 



k 2 



MP] 



E'E 





k 3 k 4 [E] 


k 2 k 4 f EJ 


k 3 + k 4 


k 2 +k 4 




k_ x k_ 2 [E] 


k_ x k_ 3 [E] 


k_ x + k_ 2 


k_ x + k_ 3 


^ mA 


/C3/C4 

k x (k 3 + k 4 ) 


/ lr J-lr \lr 

f K_ x +K 2 )K 4 

k x (k 2 + k 4 ) 




( k_ 2 + k 3 )k 4 
k 2 (k 3 +k 4 ) 


k 2 (k_ 3 +k 4 ) 
(k 2 + k 4 )k 3 




k_i(k_ 2 +k 3 ) 
(k_ x + k_ 2 )k_ 3 


(k-i + k 2 )k- 3 
(k_ x + k_ 3 )k_ 2 


K n,0 


k-\k_2 
(k_ x + k_ 2 )k_ 4 


k_ x ( k_ 3 +k 4 ) 
( k_ x + k_ 3 )k_ 4 




k- x 
k x 


u 

k x 




k-i + k_ 2 
k 2 


k- 3 
k 3 




k_ x + k 4 

h 


k 2 

k- 2 


K iQ 


k 4 
A:_4 


k 4 

A:_4 



Le tableau montre lee relatione entre lee parametree qui apparaieeent dane lee equatione 
[6.21] et [6.23] et lee conetantee de viteeee pour lee etapee Indlvlduellee dee deux 
prlncipaux mecaniemee ordonnee pour lee reactions de tranefert de qroupe. 3ien que 
I' equation [6.23] ne contienne pae le parametre K iA , II peut etre obtenu a partir de I'iden- 

tite euivante : = . 
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Selon cette supposition, K u , K iB , K iP et K iQ sont respectivement les constantes de 
dissociation des complexes EA, EB, EP et EQ ; K mP et K mQ sont respectivement les 
constantes de dissociation pour la liberation de P et de Q a partir du complexe 
EPQ. (Bien que K mA et K mQ n'apparaissent pas explicitement dans l'equation [6.22], 
ils peuvent etre introduits puisque dans ce mecanisme A et B sont interchan- 
geables, ainsi K mA K iB est identique a K iA K mB et K iP K mQ est identique a K mP K iQ . Ces 
substitutions ne peuvent etre effectuees dans l'equation [6.21] parce que le 
mecanisme ordonne n'est pas symetrique vis-a-vis de A et de B ou vis-a-vis de P et 
de Q, une complexity additionnelle qui explique la plus grande complexity de 
l'equation [6.21]). Dans la limite des erreurs experimentales, l'equation [6.22] 
s'applique, que l'hypothese de l'equilibre rapide soit satisfaite ou non, et les 
constantes de MlCHAELIS ou les constantes d'inhibition ne peuvent done pas etre 
interpreters avec certitude comme des constantes de dissociation. 



6.4.3. Mecanisme a enzyme modifie 



L'equation d'etat stationnaire pour un mecanisme a enzyme modifie est la suivante : 

VJ AJfBJ V.JPJfQJ 
_ K iA K mB K iP K m Q 

[A] \ K mA [B] \ [PJ \ K mP [Q] | [AJfBJ 
K iA K iA K mB K iP K iP K m Q K iA K mB 
, [Allll | ^niA [B][Q] | [PJfQJ 
KuK iP K iA K mB KjQ K iP K m Q 

ou les parametres cinetiques sont egalement defmis dans le tableau 6.2. Dans sa 
representation en terme de coefficient, cette equation est identique a l'equation 
[6.20] sans la constante 1 et sans les termes f AJfBJ [P J et [BJfPJfQJ du 
denominateur, mais les relations entre les parametres sont differentes, et l'equation 
[6.23] renferme le terme K iP K mQ alors que e'est le terme K mP K iQ qui serait attendu 
par analogie avec l'equation [6.20]. 



6.4.4. Calcul des constantes de v\tesse 
a partir des parametres c\net\c\ues 

Bien que le tableau 6.2 montre comment les parametres cinetiques des deux meca- 
nismes ordonnes peuvent etre exprimes en termes de constantes individuelles de 
vitesse, il ne donne pas les relations inverses. Dans le cas du mecanisme a enzyme 
modifie, aucune relation inverse unique n'existe, e'est-a-dire qu'il n'est pas possible 
de calculer les constantes de vitesse a partir de la mesure des parametres cinetiques, 
parce qu'il existe une infinite d'ensembles de constantes de vitesse capables de 
donner les memes parametres cinetiques. Toutefois, pour le mecanisme aleatoire a 
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complexe ternaire une relation unique existe (CLELAND, 1963) qui est presentee 
dans le tableau 6.3. Ces relations devraient cependant etre utilisees avec precaution 
puisqu'elles supposent que la forme la plus simple du mecanisme s'applique, c'est- 
a-dire que cette approche ne tient pas compte de la presence eventuelle de plus 
d'etapes que necessaire dans le modele minimum. Si l'un ou l'autre des complexes 
binaires ou tertiaires s'isomerise, l'equation d'etat stationnaire a la meme forme, 
mais Interpretation des parametres est differente et certaines des expressions du 
tableau 6.3 ne sont plus valables. 



Tab/eau 6.3 


- Calcul des constantes de vitesse a partir des parametres cineti<\ues 


Constante 
de viteese 


Expression 


Constante 
de vitesse 


Expression 




V x 


k- x 


V x K iA 


K mA [E] 


K mA [E] 


k 2 


V x (k_ 2 + k 3 ) 


k- 2 


V x V_ x K iA 


k 3 K mB [ EJo 


[E] (V x K iA -V_ x K mA ) 


k 3 


V x V_ x K iQ 


k- 3 


V_ x (k_ 2 +k 3 ) 


[EUV_ x K iQ -V x K mQ ) 


k-iK mP [E]Q 


k 4 


V- X K iQ 


k_4 


V- X 


K mQ [E] 


K m Q[E] 



Ce tableau est obtenu en rearranqeant \ee definitione preeenteee dans le tableau 6.1 pour 
lee parametres clnetlques du mecanisme ordonne a complexe ternaire. Un rearrangement 
analoque des definitions pour un mecanisme a enzyme modifie n'est pas possible. 



Pour un mecanisme aleatoire a complexe ternaire, il est evident qu'aucune des 
constantes de vitesse a l'exception de celles pour la conversion des complexes 
ternaires ne peut etre determinee a partir des mesures d'etat stationnaire si 
l'hypothese de l'equilibre rapide est correcte (puisque des que cette hypothese d'un 
equilibre rapide est posee, la possibility disparait d'extraire une information sur la 
vitesse des etapes qui sont supposees a l'equilibre). Cependant, si l'hypothese de 
l'equilibre rapide est faite et que le mecanisme ne devie pas de celui presente dans 
l'equation [6.22], il est eventuellement possible d'utiliser les techniques d'ajus- 
tement parametriques pour deduire l'information au sujet des constantes de vitesses 
(Cornish-Bowden et WONG, 1978). 
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6.5. IB5 ME5URE5 PE VITE55E INITIALE 
EN A35ENCE PE PROPUIT 

6.5.1 Signification dee parametree 

Si aucun produit n'est ajoute au melange reactionnel initial, l'equation pour la 
vitesse initiale d'une reaction suivant un mecanisme ordonne a complexe ternaire 
est obtenue a partir de l'equation [6.21] en supprimant tous les termes qui contien- 
nent [PJ ou [Q] et en multipliant le reste par K iA K mB : 

\ = V\[A][B] 

K iA K mB + K mB [A] + K mA [B] + [A][B] 

La signification de ces parametres et leur relation avec les parametres d'une 
equation de Michaelis et Menten a un substrat devient apparente si l'equation est 
examinee pour des valeurs extremes de [A] et de [BJ. Si [A] et [B] sont 
suffisamment grands pour que tout terme ne contenant pas les deux variables soit 
negligeable, l'equation se simplifie pour donner v = Vi : done V x a exactement la 
meme signification que V pour une reaction a un seul substrat, e'est-a-dire qu'il 
definit la vitesse limite lorsque l'enzyme est sature. II faut noter cependant que dans 
ce cas, « sature » signifie « sature par les deux substrats ». La constante catalytique, 
K = V\l [E J , de la meme maniere, a la meme signification que pour une reaction 
a un seul substrat. 

La signification des constantes de Michaelis est obtenue en considerant les 
simplifications de l'equation dans les cas ou la concentration d'un seul des deux 
substrats est tres elevee. Par exemple, si [B ] est suffisamment grande pour que les 
termes de l'equation ne contenant pas cette variable soient negligeables, alors 
l'equation [6.24] se simplifie pour donner une equation similaire a celle de 
Michaelis et Menten en terme de [A] , dans laquelle [BJ n'apparait plus : 

v= V ^LAL ^ [6.25] 

K mA +[A] 

et ou K mA represente la constante de Michaelis limite pour le substrat A quand B 
est saturant. Un argument exactement parallele montre que K mB est la constante de 
MICHAELIS limite lorsque A est saturante. De maniere plus generale, pour tout 
mecanisme impliquant un nombre arbitraire de substrats, la constante de 
Michaelis pour chaque substrat est definie comme la constante de Michaelis 
limite pour ce substrat lorsque tous les autres substrats sont a des concentrations 
saturantes. Dans les equations ci-dessus, K iA est different de K mA et sa signification 
peut etre apprehendee en considerant la situation ou [BJ tend vers zero (mais reste 
differente de zero). Dans ce cas, le numerateur reste different de zero mais tous les 
termes en [BJ du denominateur sont negligeables et l'equation se simplifie de la 
maniere suivante : 
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v v K mB ) = (k B [ B ]) [ E ]q [ A] 
K U +[A] K iA + [A] 

Dans cette equation, k s = k / K mB est la constante de specificite pour B alors que, 
de la meme maniere, k A = k /K mA est defmie comme la constante de specificite 
pour A. II decoule que K iA est la constante vraie de dissociation de EA, parce que 
quand [B ] tend vers zero, la vitesse de la reaction de B avec EA tend egalement 
vers zero ; il n'y a rien dans cette situation qui empeche l'etape de fixation de A sur 
E de s'approcher de l'equilibre et dans ce cas l'hypothese de Michaelis et Menten 
d'un equilibre de fixation est entierement justifiee. K iB n'apparait pas dans l'equation 
[6.24] puisque B ne se lie pas a l'enzyme libre. Ce parametre apparait cependant 
dans l'equation [6.21] pour le mecanisme reversible complet et sa grandeur 
determine le role inhibiteur de B sur la reaction inverse. Bien que l'equation [6.24] 
ne soit pas symetrique en A et B, puisque K iA K mB n'est pas egal a K mA K iB , sa forme 
est symetrique ; des lors, la mesure des vitesses initiales en absence de produit ne 
distingue pas A de B, c'est-a-dire qu'elle ne permet pas de determiner lequel des 
deux substrats se fixe en premier sur l'enzyme. 

II est interessant d'examiner les definitions des constantes de specificite dans la 
forme la plus simple d'un mecanisme a enzyme modifie. A partir des definitions 
donnees dans le tableau 6.2, la constante de specificite pour A peut etre exprimee 
en fonction des constantes de vitesse de la maniere suivante : 

k A = y^ 2 - [6.27] 

II faut noter que cette definition inclut uniquement des constantes de vitesse de la 
moitie de la reaction qui implique A ; les constantes de vitesse pour les etapes qui 
impliquent B sont absentes. De la meme maniere, la constante de specificite pour B 
est independante des etapes qui impliquent A. En principe, done, nous pouvons 
penser que si le substrat B est remplace par un analogue B' dont la reaction avec A 
est catalysee par le meme enzyme, la valeur de k A sera inchangee. Les tests appro- 
pries ont ete realises avec tres peu d'enzymes, mais quand ils ont ete realises ces 
tests n'etaient en general pas en accord avec la prediction. L'aspartate transaminase 
(equation [6.3]), un des enzymes les plus etudies qui suit un mecanisme a enzyme 
modifie, et qui est parfois considere comme un archetype de ce type de mecanisme, 
se comporte de la maniere attendue (Katz et Westley, 1979), mais plusieurs 
autres enzymes etudies par le meme groupe ne le font pas (Jarabak et Westley, 
1974 ; KATZ et WESTLEY, 1979, 1980). Avec d'autres enzymes, la variation de k A 
avec la nature de B a souvent ete consideree comme une preuve que le mecanisme 
a enzyme modifie ne peut pas s'appliquer (par exemple, voir MORPETH et MASSEY, 
1982). 
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Comment pouvons-nous expliquer cette contradiction ? Celle-ci implique-t-elle que 
les relations du tableau 6.2 sont incorrectes ou qu'il y a une erreur dans les hypo- 
theses faites pour les analyser ? Westley et ses collegues defendent l'idee que 
l'erreur se situe dans l'hypothese implicite selon laquelle le meme enzyme substitue 
est produit, avec les memes proprietes cinetiques, quelle que soit la demi-reaction 
qui l'a produit. lis considerent que l'enzyme conserve dans sa conformation, une 
« memoire » de la reaction qui s'est deroulee, suffisamment longue pour modifier 
les proprietes cinetiques de l'etape suivante. II n'est pas necessaire ici d'analyser 
cette idee en details ; le point important est que les modeles du comportement 
enzymatique qui sont consideres dans ce manuel reposent communement sur les 
cas les plus simples, alors que les enzymes reels peuvent se comporter de maniere 
plus complexe. Cela ne signifie pas que les modeles simples ne sont pas utiles, 
mais seulement qu'ils devraient etre consideres comme des points de depart pour 
analyser les mecanismes enzymatiques et non comme des descriptions completes 
de ceux-ci. 

Comme nous en avons deja discute dans les chapitres 1 et 3, la determination des 
parametres cinetiques peut etre realisee par ajustement parametrique d'un 
graphique de v en fonction de f A J pour differentes valeurs de [B ] en utilisant 
l'equation [6.24]. Certains logiciels de traitement des donnees permettent d'ajuster 
les parametres sur un ensemble de donnees a coordonnees multiples. Neanmoins, 
nous presentons ci-dessous l'analyse graphique des donnees qui permet une 
presentation plus didactique du phenomene meme si un ajustement parametrique 
non-lineaire fournit de meilleures estimations des parametres. 



6.5.2. Parametree apparente de Michaelis et Menten 

Si la concentration d'un des substrats est modifiee en maintenant constante la 
concentration du second substrat (sans pour cela que cette derniere ne soit ni tres 
elevee, ni tres faible), l'equation [6.24] conserve la forme de l'equation de 
MICHAELIS et MENTEN vis-a-vis du substrat dont la concentration est modifiee. 
Par exemple, si [A] est modifiee et que [B] est maintenue constante, les termes 
qui ne renferment pas [A] sont constants et l'equation [6.24] peut etre rearrangee 
de la maniere suivante, si [P] = etsi [Q] = : 

[A] 

v = 7 Seim! ' = Yzm [6 . 28] 



( K iA K mB + K mA [B] \ + [AJ KT + [A] 

V K mB+[B] ) 



Les valeurs des parametres apparents de Michaelis et Menten sont des fonctions 
de [B ] : 

yapp = V X [B] 29 -| 

K mB + [B] 
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K mB + [B] 



V app \K mA 



^7 

[6.31] 



II faut noter que les expressions pour V app et V app / K%f p ont la forme d'une equation 
de Michaelis et Menten vis-a-vis de [B] : cette propriete sera utilisee ulterieu- 
rement pour construire des graphiques secondaires (§ 6.5.4). 

Cette reduction de l'equation [6.24] a une equation de Michaelis et Menten avec 
des parametres apparents est un cas particulier d'un type plus general de compor- 
tement ayant une implication etendue en enzymologie. II signifie que meme si une 
reaction implique deux ou plusieurs substrats, elle peut etre traitee comme une 
reaction a un seul substrat a condition que la concentration d'un seul substrat varie. 
Ceci explique l'importance de l'analyse cinetique de reactions a un seul substrat 
dans des conditions d'etat stationnaire, meme si en realite comparativement peu 
d'enzymes ont un seul substrat. 



6.5.3. Les graphiques primaires 

pour les mecanismes a complexe ternaire 

Une experience typique permettant de caracteriser une reaction en accord avec 
l'equation [6.24] implique de realiser plusieurs sous-experiences, chacune a une 
valeur differente de [BJ. Chacune de ces sous-experiences est traitee comme une 
experience a un seul substrat dans laquelle les parametres apparents de Michaelis 
et Menten sont determines en analysant la dependance de la vitesse vis-a-vis de la 
concentration de A, [A]. N'importe quelle methode graphique introduite au 
chapitre 3 peut etre utilisee pour analyser ces donnees, avec pour seule difference 
par rapport au cas d'un mecanisme a un seul substrat que cette approche fournit des 
parametres apparents et non des parametres reels. De tels graphiques sont appeles 
des graphiques primaires, pour les distinguer des graphiques secondaires dont 
nous allons discuter dans le § 6.5.4. Dans le texte ci-dessous, nous nous refererons 
uniquement a l'apparence des graphiques de [A]/v en fonction de [A] , bien que 
les autres graphiques soient egalement illustres dans les figures pour comparaison. 

La figure 6.13 montre un ensemble typique de graphiques primaires pour un 
enzyme qui obeit a l'equation [6.24]. Les droites se coupent en un point unique 
pour lequel [A] = -K iA et [A]/v = ( K mA - K iA )/V, qui se situe a gauche de l'axe 
des [A j/v, mais peut etre au-dessus ou au-dessous de l'axe [A ] selon les valeurs 
relatives de K iA et de K mA . Ces coordonnees fournissent la valeur de K iA 
directement, mais la determination des autres parametres necessite des graphiques 
additionnels des parametres apparents, comme discute dans le § 6.5.4. 
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Pour le mecanisme aleatoire a complexe temaire dans des conditions d'equilibre, 
l'equation de vitesse complete [6.22], se simplifie aussi sous la forme de l'equation 
[6.24] si les termes en [PJ et [Q] sont omis. Done les graphiques primaires sont 
les memes que ceux du mecanisme ordonne et il est impossible de determiner a 
partir des mesures de vitesse initiale en absence de produit s'il existe un ordre 
obligatoire de fixation des substrats. 
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6.13 - Graphiques primaires pour des mecanismes sequentiels 
(sans tenir compte de ia possible inhibition par ie substrat) 

Les droites sont marquees par les valeurs de [ 3 J/K mB (certaines valeurs sont omises pour 
eviter de surcharqer \a f\qure ; \a ser\e complete des valeurs est la suivante : 0,5 ; 1 ; 2 ; 3 ; 
5 ; 10). L'apparence de chacun des trois graphiques lineaires couramment utilises est 
presentee dans la fiqure. Les qraphiques primaires sont qualitativement similaires lorsque 
[3] est modifiees pour plusieurs valeurs de [A]. 



6.5.4. Les graphiques secondares 

L'analyse secondaire des donnees permet de determiner les valeurs reelles des 
differents parametres. Puisque les equations [6.29] et [6.31] ont la forme d'equa- 
tions de Michaelis et Menten, les graphiques de V pp ou de V app / K" pp en 
fonction de [B] decrivent des hyperboles rectangulaires passant par l'origine, qui 
peuvent etre analysees en utilisant les graphiques lineaires habituels. Ces gra- 
phiques sont alors appeles graphiques secondaries puisqu'ils represented un 
traitement supplementaire des parametres apparents obtenus a partir des graphiques 
primaires. Par exemple, les pentes des graphiques primaires de [AJ/v en fonction 
de [A] (ou des ordonnees a l'origine des graphiques de 1/v en fonction de 
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l/[AJ) donnent des valeurs de l/V app , dont l'expression est obtenue en ecrivant 
l'equation [6.29] de la maniere suivante : 

_J_ = K mJL _\_ + l_ [6 32] 

V«pp V] [B ] V\ 

Un graphique de \jv app en fonction de l/[BJ a done la forme d'une droite dont la 
pente vaut K mB jV\ et dont l'ordonnee a l'origine vaut \/V x . 

Un autre graphique secondaire est obtenu en utilisant A^/f^ comme variable 
dependante. Le parametre^^/F^ correspond aux ordonnees a l'origine des gra- 
phiques de [A]/v en fonction de [A] (ou aux pentes des graphiques de l/v en 
fonction de l/[AJ) et son expression est obtenue en ecrivant l'equation [6.31] sous 
la forme suivante : 

T^app K K 1 K 

l _^rn ^JA Jv mg ^ j **-mA tot 

V app V\ [B] Vi 

Ainsi, un graphique secondaire de K" pp jv app en fonction de l/[BJ a done la 
forme d'une droite dont la pente vaut K iA K mB fV\ et dont l'ordonnee a l'origine vaut 
K mA l~V\. Les quatre parametres de l'equation [6.24], K jA , K mA et K mB 
peuvent etre aisement calcules a partir des graphiques representes dans la 
figure 6.14. 
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3.14 - Graphiques secondaires pour des mecanismes a complexe ternaire 

Le qraphlo^ue de [3]lv app en fonction de [3] s'appli que aussi aux mecanismes a enzyme 
modifie. 



L'equation [6.30] pour K" pp decrit egalement une hyperbole rectangulaire, mais la 
courbe ne passe pas par l'origine. Dans ce cas, K„ p approche K A lorsque [B] tend 
vers zero et approche K B lorsque [B ] devient tres grand. II s'agit done d'une 
hyperbole a trois parametres, qui ne peut pas etre representee sous une forme 
lineaire. Comme dans d'autres cas, K" pp est un parametre moins commode a 
utiliser que K mA /Fj . 
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II est egalement possible de considerer B plutot que A en tant que substrat dont la 
concentration est variable, et de tracer des graphiques de [Bj/v en fonction de 
[B] a differentes valeurs de [A] ; en effet, tant que l'ordre de fixation des 
substrats n'a pas ete determine, la designation des substrats est arbitraire. L'analyse 
est identique et il n'est pas necessaire de la decrire une seconde fois. La seule 
difference importante est que K iB n'apparait pas dans l'equation [6.24] mais que 
K iA K mB lK mA apparait chaque fois que K m est attendu sur la base du simple 
echange entre A et B. 



6.5.5. Graph\ques pour \ee mecar\\emee a enzyme modifie 

Pour les mecanismes a enzyme modifie, la vitesse initiale en absence de produit est 
donnee par l'equation suivante : 

v = V ^ A ™ [634] 

K mB [A]+K mA [B] + [A][B] 

La caracteristique la plus surprenante de cette equation est l'absence de constante 
au denominateur (le probleme [6.4] a la fin du chapitre explore l'origine de cette 
absence). Cette caracteristique induit un comportement aisement differentiable de 
celui observe avec les mecanismes a complexe ternaire lorsque la concentration 
de l'un ou l'autre des substrats est modifiee : par exemple, si [A] est modifiee 
pour une valeur constante de [B], les valeurs apparentes des parametres de 
Michaelis et Menten sont les suivantes : 

yapp = V\[B] j- 6 35 -j 

K mB + [B] 

K app = K mA [B] 
K mB + [B] 

VaPP V ^ [6.37] 



KT K, 



mA 



Bien que l'equation [6.35] soit identique a l'equation [6.29], l'equation [6.36] est 
plus simple que l'equation [6.30] et l'equation [6.37], contrairement a l'equation 
[6.31] ne montre aucune dependance vis-a-vis de [B] . Cela signifie que, dans ce 
cas, V pp se comporte de la meme maniere que pour les mecanismes a complexe ter- 
naire, mais que le parametre V app / K app est independant de [B ] et prend une valeur 
constante V l / 'K mA . Les graphiques primaires de [Aj/v en fonction de [A] ou de 
/ B j/v en fonction de [B] forment des series de droites se coupant sur les axes de 
[Aj/v ou [Bj/v comme le montre la figure 6.15. Le profil est aisement recon- 
naissable par rapport a celui des mecanismes a complexe ternaire (figure 6.14) sauf 
si K iA est beaucoup plus petit que K mA . 
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[A] 



6.15 - Graphiques primairee pour un mecanisme a enzyme modifie 
(en absence d'inhibition par \e eubetrat) 

Lee valeure indiquees eur lee droitee eont lee valeure correepondantee de [3]/K m &. 
L'apparence de chacun dee troie types courante de qraphique llnealre eet preeentee. Lee 
graphiques primairee eont qualitativement eimilairee quand [3] varie pour divereee valeure 
de[A]. 

Le seul graphique secondaire utile pour les mecanismes a enzyme modifie est celui 
de [BJ/V PP en fonction de [B] qui a les memes pente et ordonnee a l'origine 
que le graphique correspondant dans le cas des mecanismes a complexe ternaire 
(figure 6.14). 

6.6. Inhibition par le substrat 

6.6.1. Pourquoi y a-t-il une inhibition par le eubetrat ? 

L'analyse presentee dans le § 6.5 n'est strictement valable que pour des concen- 
trations faibles de substrat, puisqu'en effet, dans n'importe quel mecanisme raison- 
nable, au moins un des quatre reactifs aura la capacite de se fixer fortement a une 
mauvaise forme de l'enzyme. Dans le mecanisme a enzyme modifie, le substrat et 
le produit qui ne possede pas le groupe transfere (respectivement denommes Y et X 
dans le symbolisme utilise precedemment) pourraient se fixer a la mauvaise forme 
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de l'enzyme libre ; dans le mecanisme sequentiel aleatoire, un des reactifs peut se 
fixer a un mauvais complexe binaire ; dans le mecanisme sequentiel ordonne, le 
second substrat ou le premier produit peut se fixer au mauvais complexe binaire. 
Dans ce dernier cas, l'inhibition par le substrat peut avoir lieu soit dans la reaction 
directe, soit dans la reaction inverse, mais pas dans les deux directions, puisque 
seulement un des deux complexes binaires est disponible. Par souci pratique, nous 
choisirons B comme le substrat responsable de l'inhibition dans chacun des 
mecanismes, sachant que les resultats peuvent facilement etre transposes a l'autre 
situation si cela est necessaire. 

6.6.2. Mecanisme de type ordonne a complexe ternaire 

Le complexe non-productif EBQ implique dans le mecanisme sequentiel ordonne a 
ete invoque dans le § 6.2. II peut etre introduit dans l'equation de vitesse en mul- 
tipliant chaque terme du denominateur qui se rapporte a EQ par l + (k 5 [B j/k_ 5 ), 
ou k_ 5 /k 5 represente la constante de dissociation de EBQ. L'equation [6.24] s'ecrit 
alors de la facon suivante : 



ou K siB est la constante qui defmit la force de l'inhibition. II ne s'agit pas de la 
constante de dissociation, k_ 5 /k 5 , parce que le coefficient [AJfBJ est derive non 
seulement du complexe EQ mais egalement du complexe ternaire (EAB + EPQ), 
comme cela apparait clairement lors de la derivation de l'equation [6.20] dans le 
§ 6.3.2. En fonction des quantites relatives de ces deux complexes presentes a l'etat 
stationnaire, K, iB peut etre approximativement egale a k_ s /k 5 , ou elle peut etre 
beaucoup plus grande. Done, dans ce mecanisme, l'inhibition par le substrat n'est 
pas necessairement detectable aux concentrations de substrat B qui sont 
atteignables experimentalement. 

En accord avec l'equation [6.38], l'inhibition par le substrat n'est effective que 
pour de fortes concentrations de A, e'est-a-dire qu'elle est exacerbee par A, et 
ressemble done a l'inhibition anti-competitive. Les graphiques primaires de [B j/v 
en fonction de [B] sont paraboliques, avec un point d'intersection commun situe a 

[B] = — — . Les graphiques primaires de [Aj/v en fonction de [A] sont 

lineaires mais n'ont aucun point d'intersection. Ces graphiques sont illustres dans la 
figure 6. 1 6. 



v = 



Vif AJfBJ 



[6.38] 



K iA K mB + K mB [AJ+K mA [BJ + [AJfBJ 1 + 
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[A]lv 



[BJ/v 



0,5 



2 
10 



t 

[A] 



[B] 



6.16 - Effet de l'inhibition par le eubetrat (avec K elB = 10K mB ) sur lee graphiques 
primaires pour les mecaniemee a complexe ternaire 



6.6.3. Mecanisme de type aleatoire a complexe ternaire 



Dans le mecanisme aleatoire a complexe ternaire, la concentration de EQ est nulle 
en absence de Q si l'hypothese de l'equilibre rapide est valable. Puisque B ne peut 
pas se fixer a une espece qui n'existe pas, l'inhibition par le substrat n'a pas lieu 
avec ce mecanisme sauf si Q est ajoute. Si l'hypothese de l'equilibre rapide n'est pas 
verifiee, aucune raison n'empeche l'existence d'un phenomene d'inhibition par le 
substrat, mais sa nature est difficile a predire a cause de la complexite de l'equation 
de vitesse. Dans ce type de mecanisme, EBQ n'est pas un complexe cul-de-sac, 
puisqu'il peut etre forme a partir de EB ou de EQ, et ne doit pas necessairement 
etre en equilibre avec l'un de ces complexes. 

6.6.4. Mecanisme a enzyme modifie 

Dans le mecanisme a enzyme modifie, le complexe non-productif EB resulte de la 
fixation de B sur E (ou de la fixation de Y sur E dans le symbolisme du § 6.2). 
II constitue un complexe cul-de-sac et peut etre incorpore dans l'equation de vitesse 
en multipliant les termes qui contiennent E dans le denominateur de cette equation 
par \ + ( [B] I K siB ), ou K stB represente la constante de dissociation de EB. 
L'equation [6.34] prend alors la forme suivante : 



En accord avec cette equation, l'inhibition est la plus efficace quand [A] est 
faible, et done elle ressemble a une inhibition competitive. Les graphiques 
primaires de [BJ/v en fonction de [B] sont paraboliques, avec un point 



v = 



[6.39] 




+ [A][B] 
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d'intersection commun situe sur l'axe [Bj/v, c'est-a-dire pour [B] = 0. Les 
graphiques primaires de [Aj/v en fonction de [A] sont lineaires, sans point 
d'intersection, mais les droites de chaque paire se coupent a une valeur positive de 
[A], c'est-a-dire a droite de l'axe [Aj/v. Ces graphiques sont illustres dans la 
figure 6.17. 




o [A] o [B] 

6.17 - Effet de l'inhibition par le substrat (avec K siB = 10K mB ) sur les graphiques 
primaires pour lee mecanismes a enzyme modifie 



6.6.5. Valeur diagnostique de I'inhibition par le substrat 

L'inhibition par le substrat peut a premiere vue apparaitre comme une complication 
inutile dans l'analyse des donnees cinetiques. En realite, elle est tres informative, 
puisqu'elle accentue la difference de comportement predite entre les mecanismes a 
complexe ternaire et les mecanismes a enzyme modifie et qu'elle est generalement 
simple a interpreter. Comme, en principe, un substrat se fixe plus fortement a la 
bonne forme de l'enzyme qu'a la mauvaise, l'inhibition par le substrat est rarement 
suffisamment importante pour perturber l'analyse decrite dans le § 6.5. L'inhibition 
par un substrat obtenue pour une concentration faible de l'autre substrat fournit une 
preuve positive de l'existence d'un mecanisme a enzyme modifie. Par contre, 
l'observation d'une valeur de V pp / K"f p qui soit independante de la concentration 
de l'autre substrat (eq. [6.37]) ne constitue qu'un argument negatif pour l'existence 
d'un mecanisme a enzyme modifie, puisqu'un tel comportement est egalement 
observe dans un cas special de mecanisme sequentiel ou la variation attendue 
V app I K app n'est pas detectee. 

Dans un mecanisme ordonne a complexe ternaire, l'inhibition par le substrat permet 
d'identifier le substrat qui se fixe en second sans avoir recours a des etudes 
d'inhibition par le produit. 
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Les etudes d'inhibition par le produit font partie des methodes les plus utiles pour 
la determination de l'ordre de fixation des substrats et de l'ordre de liberation des 
produits, puisqu'elles sont a la fois tres informatives et faciles a comprendre. 
A condition qu'un seul des produits soit ajoute au melange reactionnel, le terme du 
numerateur qui correspond a la reaction inverse doit etre egal a zero (excepte dans 
les reactions a un seul produit, qui ne sont pas courantes). Le seul effet du a 
l'addition du produit, est l'augmentation de la valeur du denominateur de l'equation 
de vitesse, qui se traduit par une inhibition de la reaction directe. 

La question de savoir si un inhibiteur particulier agit comme un inhibiteur compe- 
titif, anti-competitif ou mixte n'a pas de reponse absolue, puisque cela depend du 
substrat dont la concentration est considered comme une variable. Une fois que ce 
choix est realise, cependant, la reponse est directe : le denominateur de l'equation 
de vitesse peut etre separe en termes constants et variables, selon que ceux-ci 
contiennent ou non la concentration du substrat variable ; l'expression de V app 
depend des termes variables, alors que l'expression de V app '/ ' K app depend des 
termes constants, comme dans le § 6.5. Comme nous l'avons decrit dans le § 5.2 et 
resume dans le tableau 5.1, les differents types d'inhibition sont classes selon qu'ils 
affectent V app j K app (inhibition competitive), V app (inhibition anti-competitive) ou 
les deux (inhibition mixte). Ainsi un produit se comporte comme un inhibiteur 
competitif si sa concentration apparait seulement dans les termes constants, comme 
un inhibiteur anti-competitif si elle apparait dans les termes variables et comme un 
inhibiteur mixte si elle apparait dans les termes constants et variables. Si le produit 
ne peut se combiner qu'avec une seule forme de l'enzyme, uniquement des termes 
lineaires en concentration sont possibles, et done l'inhibition est lineaire ; mais 
l'inhibition non-lineaire devient possible si le produit peut egalement se fixer sur 
une « mauvaise » forme de l'enzyme pour dormer un complexe de type cul-de-sac. 

Ces principes peuvent etre illustres en utilisant comme exemple un mecanisme 
ordonne a complexe ternaire dans des conditions ou P est ajoute au melange 
reactionnel en absence de Q, et ou A est le substrat dont la concentration est 
variable. L'equation complete de vitesse est l'equation [6.21], mais elle peut etre 
simplified en eliminant les termes qui renferment [Q], et en rearrangeant le 
denominateur D de sorte que les termes qui contiennent [A] soient separes des 
autres termes. Une fois cela realise, le denominateur peut etre ecrit de la maniere 
suivante : 



K mA [BJ , K mQ [PJ < [ A ]L | [BJ | K mQ [P] | [B][Pj} 

v K m B K-mpK-iQ K mB K iP J 



KiAK mB K mP KiQ K iA 



[6.40] 



>> > 



Partie constante Partie variable 
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Comme dans cette expression, a la fois la partie constante et la partie variable 
contiennent [PJ,le produit P agit comme un inhibiteur mixte lorsque la concen- 
tration de A est modifiee. Une analyse similaire montre que lorsque B est le sub- 
strat dont la concentration est modifiee, a la fois P et Q se comportent comme des 
inhibiteurs mixtes. Cependant, lorsque nous considerons l'inhibition par Q lorsque 
A est le substrat variable, les resultats sont differents parce que le denominateur de 
l'equation [6.21] ne contient aucun terme dans lequel [A] et [Q] soient multi- 
plies l'un par l'autre, bien que [Q] apparaissent dans des termes qui ne contiennent 
pas [A] : 

D = t , K mA [BJ | [Q] | K mA [B][Q] | [A] L | [B]\ [64{] 

KiAK mB KjQ K^K^KiQ K u \ K mB ) 

V -v ' V y ' 

Partie constante Partie variable 

Dans ce cas, Q se comporte comme un inhibiteur competitif vis-a-vis de A. Ces 
resultats ainsi que ceux correspondant aux mecanismes a enzyme modifie, sont 
resumes dans le tableau 6.4. Les types d'inhibition predits pour le mecanisme alea- 
toire a complexe ternaire sont consideres dans le probleme 6.5 a la fin du chapitre. 

Tab/eau 6A - Inhibition par ie produit 
dans iee deux types principaux de mecanismes ordonnes 



Type d'inhibition 

Produit Substrat variabie Complexe ternaire Enzyme modifie 



Mixte Mixte 
(anti-competitive) (pas d'inhibition) 



B 



Mixte Competitive 

(mixte) (competitive) 

q Competitive Competitive 

^ v (competitive) (competitive) 



Q B 



Mixte Mixte 
(anti-competitive) (pas d'inhibition) 



Ce tableau montre le type d'inhibition attendu pour chac\ue combinaieon de produit et de 
eubetrat variabie. Lee deecriptione entre parentheeee montrent comment ie type d'inhibition 
est modifie iorsque ie eubetrat conetant eet preeent a une concentration eaturante. 

Pour des concentrations elevees du substrat constant, ces types d'inhibition par 
le produit sont modifies parce que les termes de l'equation de vitesse qui ne 
contiennent pas la concentration du substrat constant deviennent negligeables. La 
partie constante de l'equation [6.40], par exemple, ne contient aucun terme en 
[B][P], et done devient independante de [PJ si [B] est grande ; la partie 
variable, d'un autre cote, contient un terme en [BJfPJ et en consequence reste 
dependante de [PJ lorsque [B ] est grande : ceci implique que lorsque A est le 
substrat dont la concentration est modifiee, l'inhibition par le produit P devient une 
simple inhibition anti-competitive lorsque la fixation de B s'approche de la 
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saturation. La meme analyse appliquee a l'equation [6.41] montre que le terme 
constant continue a dependre de [Q] lorsque [B] est grande ; ainsi Q reste un 
inhibiteur competitif vis-a-vis de A lorsque la fixation de B s'approche de la 
saturation. Ces resultats, ainsi que ceux correspondants obtenus pour les autres 
combinaisons de substrats et de produits sont presentes dans le tableau 6.4. 

II est aise de predire les caracteristiques de l'inhibition par le produit pour n'importe 
quel mecanisme. La methode la plus fiable consiste a etudier la forme de l'equation 
complete de vitesse, mais il est generalement possible d'obtenir les resultats par 
inspection du mecanisme en utilisant la methode de KING et ALTMAN, comme 
decrit dans le § 6.3.6. Pour chaque combinaison de produit et de substrat variable, 
il faut rechercher le profil de KING et ALTMAN qui donne un terme contenant la 
concentration de produit mais pas la concentration de substrat variable ; si cela est 
possible, la concentration de produit doit se trouver dans la partie constante du 
denominateur et il doit y avoir une composante competitive dans l'inhibition. II faut 
alors chercher dans un profil de KING et ALTMAN un terme qui contienne a la fois 
la concentration du produit et celle du substrat variable ; si cela est possible, la 
concentration de produit doit apparaitre dans la partie variable du denominateur et 
il doit y avoir une composante « anti-competitive » dans l'inhibition. En disposant 
de cette information, il devient simple de determiner le type d'inhibition. En 
recherchant le profil de King et Altman utilisable, il faut se rappeler que les 
etapes de liberation du produit sont irreversibles si le produit en question n'est pas 
present dans le melange reactionnel. 

Dans une reaction a deux produits, l'inhibition anti-competitive est largement 
limitee au cas mentionne, l'inhibition par le premier produit dans un mecanisme 
sequentiel competitif quand la saturation par le second substrat est atteinte. Elle 
devient plus commune dans les reactions generant trois produits et plus, et a lieu 
avec au moins un des produits dans tous les mecanismes ordonnes a complexe 
ternaire de ce type (§ 6.9). 

6.8. Preparation pes experiences 

La mise au point d'une experience pour etudier une reaction a deux substrats en 
absence de phenomene d'inhibition repose sur des principes similaires a ceux 
utilises pour l'etude des inhibitions simples (§ 5.7). Les valeurs des constantes de 
MlCHAELIS et des constantes d'inhibition pour les differents substrats ne sont 
evidemment pas connues a l'avance, et des tests preliminaries doivent etre realises. 
Quelques experiences realisees dans des conditions ou la concentration d'un des 
substrats est modifiee pour deux concentrations donnees de l'autre substrat, une 
aussi grande que possible et une aussi faible que possible, devraient permettre de 
determiner la gamme de concentrations dans laquelle se situe la valeur du K m pour 
le premier substrat. Une fois cette gamme connue, des concentrations de substrats 
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peuvent etre selectionnees pour la determination precise de la valeur des para- 
metres cinetiques. Les concentrations du second substrat peuvent etre selectionnees 
de maniere similaire sur la base de l'experience inverse. A chaque concentration du 
substrat fixe les concentrations du substrat, qui est modifie, devraient s'etendre 
idealement de 0,2 K^ p jusqu'a 10 ou jusqu'a la concentration la plus elevee 
qu'il soit possible d'atteindre experimentalement, comme dans les experiences 
d'inhibition imaginaires decrites dans le tableau 5.3 (§ 5.7). II n'est pas necessaire 
d'avoir les memes valeurs de concentration du substrat variable aux differentes 
concentrations du substrat fixe. Toutefois, il est utile d'avoir des ensemble bases 
approximativement sur une grille (comme dans le tableau 5.3), parce que cela 
permet de porter en graphique les donnees d'une meme experience de deux 
manieres differentes, ou chaque substrat est a son tour designe comme le substrat 
« variable ». Notons cependant que les termes « variable » et « constant » sont 
choisis arbitrairement et sont particulierement utiles pour l'analyse des resultats et 
en particulier pour definir ce que nous designons par « competitif », « anti- 
competitif » . . . dans les reactions a plusieurs substrats. 

La preparation des experiences d'inhibition par le produit pour les experiences a 
plusieurs substrats ne necessite aucune discussion particuliere autre que celle 
donnee dans le § 5.8 pour les etudes des inhibitions simples. II devrait etre suffisant 
de souligner que les experiences doivent etre realisees de telle sorte qu'elles 
permettent de reveler l'existence de composantes significatives d'inhibition compe- 
titive ou anti-competitive. 

6.9. UN EXEMPLE SIMPLE D'ETUDE D'UN ENZYME A DEUX 
5U55TRAT5 ET DEUX PR0DUIT5 : LA CREATINE KINASE 

Le traitement cinetique des reactions enzymatiques impliquant plusieurs substrats 
et plusieurs produits en conditions d'etat stationnaire est complique. Neanmoins, 
comme nous en avions deja discute au § 3.3.6, les equations de vitesse d'un me- 
canisme enzymatique peuvent etre simplifiees si les etapes de fixation/dissociation 
des substrats et des produits sont traitees comme etant en equilibre rapide vis-a-vis 
de la reaction chimique. Cette situation est couramment denommee situation de 
« quasi-equilibre ». Le mecanisme cinetique de la creatine kinase suit un tel meca- 
nisme et peut servir pour initier les etudiants a la derivation des equations de 
vitesse de mecanismes enzymatiques complexes mais egalement pour la realisation 
de travaux pratiques. 

La creatine kinase (CK) est un enzyme dimerique que Ton trouve chez l'homme, 
essentiellement dans les muscles et dans le cerveau. II catalyse la phosphorylation 
de la creatine pour former la phosphocreatine, qui est utilisee pour le stockage et le 
transport d'energie chimique. 
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Le mecanisme cinetique de la creatine kinase est un mecanisme a complexe 
ternaire dans lequel la fixation des substrats et des produits suit un ordre aleatoire 
(Morrison et James, 1965 ; Morrison et Cleland, 1966) (dans de nombreux 
ouvrages ce mecanisme est appele mecanisme « sequentiel bi-bi-aleatoire en quasi 
equilibre » qui correspond a une nomenclature etablie par CLELAND (1963)). 
II peut etre simplement represente par le schema de la figure 6.18 ou A represente 
le complexe MgATP, B represente la creatine, P represente la phosphocreatine et Q 
represente le complexe MgADP. Les constantes K h K 2 , K 3 , K 4 , K 6 , K 7 , K s et K g sont 
les constantes de dissociation des differents complexes qui s'ecrivent de la facon 
suivante pour la partie gauche du systeme. 

[EJfAJ 



K, = 



K, = 



K, = 



K A = 



[EA] 
[EA][B] 

[EAB] 
\E][B] 

[EB] 
[EBJfAJ 

[EAB J 



[6.42] 



Les constantes de dissociation pour les complexes impliquant P et Q s'ecrivent de 
la meme maniere. 



B 



K 2 



P 
A 



a;, 



Kn 



EA 



EP 



EAB 



EPQ 



^3 



EB 



K 4 



EQ 



B 



6.13. Mecanisme reactionnel de la creatine kinaee 

La cinetique dee reactions cataiyeeee par ia creatine kinase peut etre decrite par un 
mecanisme a complexe ternaire sequentiel ou la fixation des substrats et des produits est 
aleatoire et en etat de quasi-equilibre. Le schema est dessine selon la procedure introduite 
par Cleland. L'hypothese du quasi-equilibre simplifie la derivation des equations de vitesse. 



Dans le cas ou les equilibres de dissociation des substrats et des produits sont en 
equilibre rapide, nous pouvons utiliser les lois de la thermodynamique pour simpli- 
fier l'ecriture de l'equation de vitesse. En effet, dans un systeme a l'equilibre, la 
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variation d'energie libre entre deux etats du systeme ne depend pas du chemin 
reactionnel suivi et correspond a la somme des variations d'energie libre des diffe- 
rentes etapes se succedant sur un chemin donne. Les parties gauche et droite du 
mecanisme de la creatine kinase, correspondant aux etapes de fixation des substrats 
et des produits, peuvent etre considerees comme deux systemes a l'equilibre et nous 
pouvons ecrire : 

AG° + AG° 2 = AGl + AGl [6.43] 

qui peut aussi s'ecrire : 

RT In K x + RT \nK 2 = RT In K 3 +RT In K A [6.44] 

Apres simplification, nous obtenons l'equation suivante : 

\n(K^K 2 ) = In (K 3 K 4 ) [6.45] 

et fmalement : K l K 2 = K 3 K 4 [6.46] 

Cette derniere equation est tres utile pour ecrire l'equation de vitesse. Si, par souci 
de simplification, nous considerons que [P ] = [Q] = 0, l'equation de conservation 
de l'enzyme peut s'ecrire comme suit : 

[EJo = [EJ + fEAJ + f EB ] + [ EAB ] 

= [E]D 
f 

ou D = 



t , [A] , [B] | [AJfBJ I 
K\ K 3 KyK A ) 



[6.48] 



La vitesse de la reaction s'ecrit : 

v = h[ EAB] 



= ^ fEJf AJfBJ 

K X K A 
= ^ fEJ [ AJfBJ 



[6.49] 



D K,K d 



Si nous defmissons la vitesse limite de la reaction directe comme V x =k 5 [ EJ , 
nous pouvons ecrire : 

v = ^LAim [6-50] 

D KyK 4 

A partir de cette equation de vitesse, il est alors possible d'analyser la cinetique de 
la reaction en utilisant par exemple la linearisation selon la methode introduite par 
Lineweaver et Burk (§ 3.5.2.1) : 



J_ = 1 K,K A D = J_ 
v V x [AJfBJ V x 



( 



K X K, + i + [651] 



f AJfBJ [B] [A] 
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Si [B] est fixee, alors nous avons : 




1 o l/[AJ 

6.19 - Representation du graphique primaire en double inverse 
pour differentes concentrations de B 



Les droites pour chaque concentration de B se croisent toutes en point, dont 
l'abscisse permet de determiner K u comme nous le demontronsci-dessous. Pour 
deux droites obtenues a deux concentrations distinctes de B, [BJ l et [B] 2 , nous 
pouvons ecrire : 



y 1 = x 



y 2 = x 



[Bh 



+ 



l_ 
\_ 



[B], 

K 4 
[Bh 



+ 1 



+ 1 



Au point d'intersection, y l =y 2 , ce qui nous permet d'ecrire : 



1 



1 



+ 



l_ 



[Bh [Bh 



JBA [BJ 2 
qui se simplifie pour dormer : x K l K 4 + K 4 = 
d'ou nous obtenons la valeur de l'abscisse de l'intersection : 

K 4 = _ J_ 
K 4 K\ Ki 



= 



x = 



[6.53] 



[6.54] 
[6.55] 

[6.56] 
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Un graphique secondaire dans lequel la V app pour chaque [B] (figure 6.20), 
correspondant a l'intersection de chaque droite avec l'ordonnee, permet alors de 
determiner les autres parametres du modele. En repetant cette procedure avec le 
systeme fonctionnant en sens inverse, c'est-a-dire en fixant [A] = [B] = eten 

faisant varier [PJet [Q ] , il est 
possible de determiner k_ 5 et les 
constantes de dissociation inter- 
venant dans la partie droite du 
schema de la figure 6.18. 



1 

~K~4 



1 i 














\ V 


1 









1 

~[B] 



&.20 - Graphic\ue eecondalre 



En accord avec la relation de Haldane (§ 3.6.3), la constante d'equilibre globale 
de la reaction peut etre calculee de la maniere suivante : 



K = 



[6.57] 



6.9.1. Application pratique de la meeure dee parametres 
pour la creatine kinase 

La creatine kinase et les differents enzymes utilises pour la realisation des systemes 
couples, sont des enzymes disponibles commercialement. Ces experiences peuvent 
done servir pour la realisation de travaux pratiques pour les etudiants. L'etude des 
reactions catalysees par la creatine kinase permet de se familiariser avec les sys- 
temes enzymatiques complexes, mais egalement avec l'utilisation de systemes 
couples. En effet, la reaction catalysee par la creatine kinase, n'implique pas de 
variation de signal spectroscopique facilement exploitable pour suivre la cinetique 
de la reaction. La solution a ce probleme consiste a utiliser un systeme couple qui 
va lier la reaction de conversion ATP/ADP a la conversion NAD,. C(/ /NAD av . La 
conversion NAD rerf /NAD ox donne lieu a une variation importante de l'absorbance a 
340 nm caracterisee par un e M = 62001VL 1 cm" 1 (voir § 4.1.1) qui peut done facile- 
ment etre suivie par spectrophotometrie. 

Le systeme couple choisi pour suivre la reaction directe implique deux enzymes 
qui catalysent deux reactions successives. La pyruvate kinase utilise 1ADP et le 
phosphoenolpyruvate pour former du pyruvate et de 1ATP. Ensuite, la lactate 
dehydrogenase reduit le pyruvate en lactate et oxyde le NAD ra/ en NAD ox . Les 
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substrats de ces deux enzymes doivent etre utilises a des concentrations finales de 
l'ordre de 1 mM pour le phosphoenolpyruvate et de 0,3 mM pour le NAD red . Le 
systeme couple ne doit pas limiter la vitesse de l'ensemble du systeme. L'ADP doit 
etre converti en ATP aussitot qu'il est produit et ne doit done pas s'accumuler. II en 
va de meme pour le NAD red qui doit etre consomme simultanement a la production 
dATP. De plus la reaction doit etre suffisamment rapide pour permettre une 
mesure aisee de la vitesse initiale. II faut done verifier l'efficacite du systeme 
couple et determiner sa vitesse afm de choisir la quantite adequate d'enzyme. La 
concentration de creatine kinase doit etre aussi elevee que possible dans les limites 
de saturation du systeme couple. II faut que la vitesse de disparition du NAD red soit 
proportionnelle a la quantite de creatine kinase presente dans le melange 
reactionnel. 

Pour obtenir des graphiques primaires et secondaires interpretables, il est neces- 
saire mesurer la vitesse initiale de la reaction directe pour des concentrations de 
creatine allant de 1 a 20 mM pour differentes concentrations dATP allant de 1,5 a 
12 mM. Les mesures de vitesse sont toutes effectuees a 25°C, dans un tampon 
50 mM Tris/HCl a pHl,\ contenant 5 mM d'acetate de magnesium (le Mg 2+ est 
necessaire au fonctionnement de la creatine kinase, car les substrats de l'enzyme 
sont les complexes MgATP et MgADP (voir § 4.4)), 0,5 mM de dithiothreitol (qui 
permet la reduction de la fonction thiol dans le site actif de la creatine kinase) et 
0,5 mM d'EGTA (un agent chelateur des metaux lourds, en particulier du Zn 2+ , qui 
sont des inhibiteurs de l'enzyme). 

Pour etudier la reaction inverse, il est necessaire d'utiliser un second systeme 
couple. Dans ce cas, 1ATP produit par la creatine kinase est utilise, d'abord par 
l'hexokinase. En presence de glucose, cet enzyme convertit 1ATP en ADP et trans- 
forme le glucose en glucose 6-phosphate. Le glucose 6-phosphate est alors utilise 
par un second enzyme, la glucose 6-phosphate dehydrogenase qui l'oxyde en 
6-phosphogluconate tout en reduisant le NAD ox en NAD red . Ce second systeme a 
l'avantage d'utiliser le meme signal spectroscopique que le premier. L'utilisation de 
ce systeme necessite les memes mises au point que celles decrites pour le systeme 
pyruvate kinase/lactate dehydrogenase. Pour obtenir des graphiques primaires et 
secondaires interpretables, il est necessaire de mesurer la vitesse initiale de la 
reaction directe pour des concentrations de phosphocreatine, allant de 0,25 a 
5,0 mM pour differentes concentrations d'ADP allant de 0,05 a 1,0 mM. 

6.10. Reactions a troie substrats et plus 

Les methodes pour l'etude des reactions impliquant plus de deux substrats sont une 
extension logique de celles decrites dans les paragraphes precedents ; elles ne 
necessitent done pas une presentation aussi detaillee que celle faite pour les 
reactions a deux substrats. Les reactions de ce type ne sont ni rares, ni negligeables 
en biochimie - elles comprennent par exemple le groupe des reactions catalysees 
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par les aminoacyl-ARNt synthetases - et dans ce paragraphe nous soulignerons 
quelques points importants, en mettant essentiellement l'accent sur les carac- 
teristiques qui n'ont pas ete traitees dans les cinetiques a deux substrats. 

Les reactions a trois substrats n'ont pas automatiquement trois produits - en effet, 
des reactions a trois substrats et deux produits sont courantes - mais pour maintenir 
notre discussion dans des limites raisonnables, nous considererons uniquement le 
cas d'une reaction a trois substrats A, B et C et a trois produits P, Q et R. Si le 
mecanisme est branche (c'est-a-dire que certaines etapes peuvent avoir lieu de 
maniere aleatoire), l'equation complete de vitesse renferme des termes de 
concentration eleves au carre et eventuellement a des puissances superieures, mais 
si aucune dependance de haut ordre n'est observee, la forme la plus generale de 
l'equation de vitesse en absence de produit est la suivante : 

v = VifAJfBJfCJ 

K ABC +K BC [A] + K AC [B]+K AB [C] + 

K mC [ A] [ B ] + K mB [AJ[CJ + K mA [B][C] + [A][B][C] 

dans laquelle V { est la vitesse limite quand les trois concentrations de substrats sont 
extrapolees jusqu'a saturation. K mA , K mB et K mC sont les constantes de Michaelis 
pour les trois substrats quand la concentration des deux autres substrats est satu- 
rante, et K ABC , K BC , K AC et K AB sont des produits de constantes de Michaelis 
et d'autres constantes avec des significations particulieres qui dependent du 
mecanisme considere, mais qui sont analogues au produit K iA K mB que Ton trouve 
dans l'equation [6.24]. 

L'equation [6.58] s'applique dans son integralite si la reaction se deroule par l'inter- 
mediaire d'un complexe quaternaire EABC qui se trouve dans des conditions d'etat 
stationnaire ou d'equilibre avec l'enzyme libre E et avec tous les autres complexes 
binaires et ternaires, c'est-a-dire EA, EB, EC, EAB, EBC et EAC. En plus de ce 
mecanisme totalement aleatoire en equilibre rapide, une gamme d'autres meca- 
nismes quaternaires complexes est possible, dans lesquels l'ordre de fixation est 
totalement ou partiellement obligatoire. Le cas extreme est celui du mecanisme 
ordonne dans lequel il y a un seul complexe binaire, EA, et un seul complexe 
ternaire, EAB, entre E et EABC. Les cas intermediaries plausibles sont ceux dans 
lesquels il y a deux complexes binaires et un complexe ternaire, par exemple EA, 
EB et EAB ou ceux dans lesquels il y a un complexe binaire et deux complexes 
ternaires, par exemple EA, EAB et EAC. 

La classification des mecanismes a deux substrats en mecanismes a complexe 
ternaire et mecanismes a enzyme modifie peut etre etendue aux mecanismes a trois 
substrats, mais avec une gamme plus large de possibilites. Le type extreme de 
mecanisme a enzyme substitue est celui dans lequel uniquement des complexes 
binaires sont formes et dans lequel chaque etape de fixation du substrat est suivie 
par une etape de liberation d'un produit. Alternativement, une reaction a trois 
substrats et trois produits peut combiner des aspects des deux types de mecanismes, 
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de sorte que deux molecules de substrats peuvent se fixer pour former un complexe 
ternaire a partir duquel un premier produit est libere avant que le troisieme substrat 
ne puisse se fixer. Par exemple, avec la plupart des aminoacyl-ARNt synthetases, 
l'acide amine et l'ATP reagissent avec l'enzyme pour liberer du pyrophosphate et 
former un complexe ternaire compose de l'enzyme, de l'acide amine et de l'AMP ; 
ce complexe reagit alors avec l'ARNt pour terminer la reaction. Dans le cas de la 
threonyl-ARNt synthetase, l'isolement d'un tel complexe (ALLENDE J.E. et ah, 
1964) a permis de realiser une analyse cinetique qui a confirme Interpretation 
initiale (ALLENDE C.C. et ah, 1970). Depuis lors, de nombreuses etudes similaires 
ont ete realisees avec d'autres enzymes du meme groupe. 

II est clair que le nombre de mecanismes possibles est tres grand, et meme si 
certains peuvent etre exclus parce qu'ils ne sont pas plausibles chimiquement (une 
elimination qui n'est pas toujours faite) il reste encore environ dix huit mecanismes 
possibles a trois substrats et trois produits (dont la liste a ete etablie par Wong et 
HANES, 1969) sans considerer les complications possibles de formation de com- 
plexes non-productifs et d'isomerisation. II est done particulierement important de 
prendre en compte la plausibilite chimique des mecanismes dans l'etude cinetique 
des reactions a trois substrats. De plus, a condition que la vitesse semble obeir a 
l'equation de Michaelis et Menten pour chacun des substrats consideres separe- 
ment, la pratique habituelle consiste a utiliser des equations de vitesse derivees en 
supposant que toutes les parties aleatoires du mecanisme sont dans un etat de 
quasi-equilibre et que toutes les parties ordonnees sont a l'etat stationnaire. Ceci 
empeche evidemment l'apparition de termes d'ordre eleve dans l'equation de vitesse 
et fournit un argument pour l'utilisation de la methode de CHA (§ 6.3.6). 

D'un point de vue cinetique, les differents types de mecanisme generent des equa- 
tions de vitesse comparables a l'equation [6.58] mais qui different entre elles par 
l'absence de certains termes au denominateur, comme l'a fait remarquer en premier 
FRIEDEN (1959). Par exemple, pour le mecanisme illustre dans la figure 6.21 il est 
evident que la constante et les termes en [A] et [B] sont absents du denomi- 
nateur de l'equation de vitesse (parce qu'il est impossible de trouver un profil de 
KING et ALTMAN qui ne contienne aucun terme de concentration ou qui contienne 
uniquement [A]ou uniquement [B] : voir § 6.3.6). Ainsi l'equation de vitesse 
pour ce mecanisme s'ecrit comme suit : 

v = VJAJfBJfCJ 

K AB [C] + K mC [A][B]+K mB [A][C] + K mA [B][C] + [A][B][C] 

Pour n'importe quelle concentration de substrat variable et dans des conditions ou 
la concentration des deux autres substrats est maintenue constante, cette equation a 
la forme d'une equation de Michaelis et Menten, avec des constantes apparentes 
qui sont presentees dans le tableau 6.5. Comme d'habitude, le comportement de 
K^ pp est trop complexe pour etre utilise directement, mais celui des deux autres 
parametres est tres informatif. 
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6.21 - Exemple d'un mecanisme a trois substrate et trois produits, presente 
(a) sous la forme explicite d'une serie d'etapes et (b) dans le symbolisme de Cleland 

Nous discuterons uniquement le comportement de V app / K" pp , mais il est egale- 
ment instructif d'examiner les expressions de V" pp et de les comparer avec celles 
des equations [6.24] et [6.34]. Avec [A] variable, V app / K" pp augmente avec [B] 
mais est independant de [CJ; avec [B] variable, V app /K" pp est constant, inde- 
pendant de [A] et de [B] . Ceci distingue immedia-tement A et B de C, mais ne 
distingue pas ces deux substrats l'un de l'autre. A et B peuvent etre distingues en 
considerant l'effet de l'addition d'un seul produit. 

Bien que l'equation de vitesse ne renferme aucun terme en [A] uniquement, elle 
renferme un terme en [A][P] si P est ajoute au melange reactionnel. Des termes 
en [AJfQJ ou en [AJfRJne peuvent cependant pas etre generes par addition de 
Q ou de R, et l'addition d'aucun des trois produits ne peut generer un terme en 
[BJfPJ, [BJfQJ ou [BJfRJ. En traitant [P ] comme une constante, nous 
pouvons, dans la terminologie de WONG et HANES (1969), dire que l'addition de P 
rappelle dans l'equation de vitesse, le terme en f A J manquant. D'un autre cote, Q 
et R ne peuvent pas rappeler le terme en [A] et aucun des trois produits ne peut 
rappeler le terme en [B] . La consequence pratique de ceci est que si P est present 
dans le melange reactionnel, V app / K" pp pour [B] variable devient dependant de 
[C ], mais V app / K"f p pour [A] variable reste independant de [CJ quel que soit 
le produit present. 

L'inhibition par le produit dans les reactions a trois substrats et trois produits obeit 
a des principes similaires a ceux presentes dans le § 6.7, avec la caracteristique 
additionnelle que l'inhibition anti-competitive devient un phenomene relativement 
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commun : elle a lieu avec aii moins une paire de substrat-produit dans tous les 
mecanismes ordonnes. Pour les mecanismes que nous venons de discuter, par 
exemple, Q doit etre un substrat anti-competitif vis-a-vis de A et de B, parce que, 
en absence de P et de R, tous les profils de King et Altman presentant une depen- 
dance en [Q renferment egalement le produit [AJfBJ. De maniere similaire, R 
doit etre un substrat anti-competitif vis-a-vis de C. 

Cette breve discussion de quelques points importants dans l'etude des mecanismes 
d'enzymes a trois substrats, ne peut etre consideree autrement que comme une 
simple introduction au vaste sujet que ces mecanismes constituent. Pour plus 
d'information, nous vous renvoyons a des revues specialises comme celle de 
Wong et Hanes (1969) et celle de Dalziel (1969). Dixon et Webb (1979) 
discutent de l'utilisation d'echange d'isotopes (§ 6.7) dans le cas de reactions a trois 
substrats, bien que les commentaires de DALZIEL (1969), concernant des sources 
possibles d'erreur, doivent etre pris en compte. 

L'analyse des reactions a quatre substrats a ete introduite par Elliott et Tipton 
(1974). Elle suit des principes similaires a celle des reactions a trois substrats. 

Tableau 6.5 - Constantes apparentee pour un exemple 
de mecanieme a trois substrate 



Substrat 
variable 



V, fBJfCJ 



KfBJ 



(K AB + KJB])[C] 



K mc [B] + K mB [C] + [BJfCJ K M + K mA [B] K mC [BJ + K mB [C] + [BJfCJ 



6 



V x [AJfCJ 



vja] 



(K AB + KJAJ)[CJ 



K m JA] + KJC] + [A][C] K AB + K m JA] K mC [ A] + KJC ] + [ A] [C ] 



V, [AJfBJ 



K^ + K^JAJ + KJBJ+fAJfBJ 



K 



KJAJfBJ 



K +K [AJ + K [B] + [A][B] 

A3 mB L J mA L J L J L J 



Ce tableau dome lee expressions pour les valeurs apparentes des parametres de I'equation 
de MiCHAEUS et Menten pour une reaction a trois substrats qui obeit a I'equation [6.59] 



PR05LEME5 

6.1 - L'hydrolyse progressive de la liaison a (1 — > 4) glucosidique de I'amylose 
est catalysee par deux enzymes, I'a-amylase et la /^-amylase. Dans le cas 
de I'a-amylase, le nouveau groupe reduit obtenu adopte la meme 
configuration a (avant une mutarotation) que celle rencontree dans le 
polymere de depart. Par contre, dans le cas de la ^-amylase, le nouveau 
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groupe forme adopte la configuration p. Proposer des mecanismes de 
reaction pour les reactions de transfert de ces deux groupes qui 
permettent d'expliquer ces observations. 

6.2- En 1978, Petersen et Deng ont observe que lorsque la laccase de Rhus 
vernicifera catalyse I'oxydation de I'hydroquinone par I'oxygene mole- 
culaire, la vitesse de la reaction augmente indefiniment alors que la 
concentration des deux substrats augmente selon un rapport constant, 
sans arriver a saturation. Afin d'expliquer ces resultats, ces deux scien- 
tifiques ont propose un mecanisme de substitution de I'enzyme dans 
lequel I'oxydation initiale de I'enzyme par I'oxygene se deroule en une 
etape, suivie d'une seconde etape dans laquelle I'enzyme est regenere, 
avec comme resultat la reduction de I'enzyme oxyde par I'hydroquinone. 
Expliquer pourquoi ce mecanisme rend compte de I'impossibilite des 
substrats a saturer I'enzyme. 

6.3- Deriver une equation de la vitesse initiale en absence de produits ajoutes 
pour une reaction qui obeit a un mecanisme a complexe ternaire 
ordonne avec A qui se lie en premier et B en second. Nous supposerons 
que les etapes de la fixation des deux substrats sont a I'equilibre. Pour 
ce meme mecanisme, quelle est la difference de forme entre cette 
equation et une equation a I'etat stationnaire ? Quelle serait I'apparence 
des graphiques primaires de [B j/v en fonction de [B] ? 

6.4- La vitesse d'une reaction catalysee par un enzyme a deux substrats est 
mesuree en fonction de la variation des concentrations de [ A] et de [B] 
tout en gardant le rapport [ A J/ [ B ] constant. Quelle sera la forme atten- 
due du graphique de [A J/v en fonction de [A] si la reaction obeit a : 

a - un mecanisme a complexe ternaire, 
b- un mecanisme a enzyme modifie ? 

6.5- Quelle sera le profil d'inhibition par le produit attendu pour un enzyme 
qui obeit a un mecanisme a complexe ternaire aleatoire en equilibre 
rapide ? 

6.6 - Considerer une reaction a deux substrats A et B qui suit un mecanisme a 
enzyme substitue. Sans deriver I'equation de vitesse complete, deter- 
miner le type d'inhibition attendu dans le cas d'un inhibiteur qui se fixe 
dans une reaction en cul-de-sac a la forme libre de I'enzyme qui fixe B 
mais qui n'affecte pas I'autre forme de I'enzyme libre (on suppose 
qu'aucun des produits n'est present). 

6.7- Les symboles de Dalziel (1957) sont encore utilises assez souvent dans 
la litterature. Dans ce systeme, I'equation serait ecrite sous la forme 
suivante : 
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dans laquelle /^Vo et v ont la meme signification que dans ce livre. Si et 
S 2 represented [A] et [B] respectivement et O , <p l , (j) 2 et 12 sont 
des constantes qui sont parfois appelees coefficients de Dalziel. Quelles 
sont les valeurs de ces constantes en terme de symboles utilises dans 
I'equation [6.8] ? A quel point (exprime en termes de coefficients de 
Dalziel) les droites obtenues en portant Sjv en fonction de S x pour 
differentes valeurs S 2 se croisent-elles ? 

6.8 - Considerer une reaction a trois substrats et trois produits : 

A + B + C — >- P + Q + R 
qui obeit a un mecanisme a complexe quaternaire dans lequel les 
substrats se fixent et les produits sont relaches dans I'ordre indique dans 
I'equation ci-dessus. La vitesse initiale en I'absence de produits peut etre 
obtenue a partir de I'equation [6.42] en supprimant un terme. Repondre 
aux questions suivantes (sans deriver I'equation de vitesse complete) : 
a - Quel terme de I'equation doit etre supprime ? 

b- Quel produit, s'il y en a un, « rappelle » ce terme dans I'equation de 
vitesse ? 

c- Quel produit se comporte comme un inhibiteur anti-competitif (en 
absence des deux autres produits) independamment de la variation 
de la concentration du substrat ? 

d-Quel produit se comporte comme un inhibiteur competitif quand A 
est le substrat variable ? 
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7.1. ECHANGE I50T0PIQUE ETEFFET5 I50T0PIQUE5 

II n'est certainement pas exagere de considerer que l'utilisation d'isotopes a joue un 
role aussi important dans le developpement de la biochimie classique que le spectro- 
photometre. Aucune des voies metaboliques connues aujourd'hui n'aurait pu etre 
elucidee sans l'utilisation d'isotopes. Aujourd'hui, la spectrophotometrie joue encore 
un role important dans l'etude de la cinetique enzymatique plus que dans d'autres 
domaines de la biochimie, mais si l'utilisation d'isotopes est moins courante, il existe 
toujours quelques applications importantes qui doivent etre considerees. Avant de 
discuter de ce point, il est important de souligner que les deux principales classes 
d'application d'isotopes ne sont pas simplement differentes l'une de l'autre, mais 
qu'elles sont diametralement opposees. 

L'echange isotopique, et toutes les autres utilisations d'isotopes a des fins de 
marquage, reposent sur l'hypothese que la substitution isotopique d'un atome dans 
une molecule n'affecte pas les proprietes chimiques de cette derniere, et que tout effet 
sur ses proprietes cinetiques est suffisamment faible pour etre neglige dans l'analyse : 
le marquage isotopique est uniquement utilise comme une methode d'identification 
de certaines molecules dans un ensemble de molecules identiques. D'un autre cote, 
l'analyse des effets isotopiques repose sur l'hypothese qu'il existe des differences 
mesurables entre les proprietes cinetiques ou d'equilibre de molecules substitutes par 
des isotopes. II est evident que ces deux hypotheses ne peuvent pas etre correctes 
simultanement, mais en pratique, cette contradiction ne pose pas de probleme puis- 
que des conditions peuvent etre choisies dans lesquelles chacune de ces hypotheses 
est valable. En realite, les differences experimentales entre les deux types d'applica- 
tion sont considerables, comme le montre le tableau 7.1. La nature nous a genereu- 
sement fourni deux isotopes lourds d'hydrogene, l'element le plus abondant, qui 
peuvent etre utilises pour etudier les effets isotopiques. Ces effets dependent des 
differences relatives de masse atomique (§ 7.6 et 7.7), et celles-ci sont les plus 
grandes pour les elements les plus legers. Des isotopes radioactifs de trois elements 
(hydrogene, carbone, phosphore) parmi les plus importants elements biologiques sont 
egalement disponibles, alors que des isotopes radioactifs de l'azote et de l'oxygene se 
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manifestent par leur absence : bien que cette absence ait des consequences serieuses 
pour l'etude du metabolisme, elle est moins importante pour l'echange d'isotope en 
tant que sonde cinetique des mecanismes enzymatiques, car presque toutes les mole- 
cules offrent la possibility de realiser le marquage d'un carbone ou d'un hydrogene 
eloigne du site de la reaction. 



labieau 7.1 - Utilisatione cinetique d'isotopes 



Condition 


Marquage isotopique 


Effets isotopiques 


Localisation d'une 


Eloigne du site 


Liaison reactionnelle : 


substitution 


reactionnel 


effets isotopiques primaires 






Liaison voisine de la liaison reaction- 






nelle : effets isotopiques secondaires 






Solvant : effets isotopiques du solvant 


Etendue de la substitution 


Trace 


100% (idealement*) 


Propriete utiles des isotopes 


Radioactivite 


Masses atomiques differentes 


Isotopes typiques 


3 H, 14 C, 32 P 


2 H, 3 H 



* la eubetltutlon avec 5 H est uniquement poeelble a dee niveaux de tracee. Cecl elqnlfle 
que lee experiencee qui neceeeitent la eaturation de I'enzyme avec dee moleculee 
eubetitueee ne eont pae possibles avec 3 H. 



L'utilieation d'ieotopee dane dee applicatione autree que cinetiques n'eet pae obllqa- 
tolrement en accord avec lee qeneralleatlone donneee dane ce tableau. Far exemple lee 
leotopee lourde de I'oxyqene ( 7 et ,3 0) ont ete utilieee avec euccee pour etudier la 
etereochimie de reactione de eubetitution eur lee atomee de phoephore, male puleque cee 
leotopee ne eont pae radioactife He ont ete detectee par d'autree methodee, comme la 
reeonance maqnetlque nuclealre (JARVEST, LOWE et Potter, 1931) ou par epectrometrle de 
maeee (ABBOTT et al, 1979), qui ne eont pae euffleamment eenelblee pour etre utllleeee 
avec dee quantitee en trace de marqueur leotoplque. 



7.2. PRINCIPE5 DE L'ECHANGE D'\50T0PE 

Dans l'etude du mecanisme des reactions enzymatiques, l'analyse des vitesses 
initiales de reaction a plusieurs substrats dans les directions directe et inverse, et en 
presence ou en absence de produits, elimine generalement de nombreux chemins 
reactionnels possibles et donne une bonne idee des caracteristiques generales du 
mecanisme, mais elle ne revele habituellement pas l'existence d'un chemin alter- 
natif si celui-ci contribue de maniere negligeable a la vitesse globale. Davantage 
d'information est alors necessaire pour obtenir une image representative de la 
reaction dans son ensemble. Meme si un mecanisme clair emerge des mesures de 
vitesse initiale et d'inhibition par le produit, il est utile de pouvoir confirmer 
independamment sa validite. La technique importante d'echange d'isotope permet 
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souvent d'apporter cette verification. Elle a ete introduite pour l'etude des 
cinetiques enzymatiques par BOYER (1959), bien que le principe fondamental ait 
ete propose plus tot par McKay (1938) : meme si, par definition, une reaction 
chimique est a l'equilibre quand sa vitesse nette est egale a zero, les vitesses 
unidirectionnelles de certaines etapes ou de certains groupes d'etapes peuvent etre 
mesurees au moyen de traceurs isotopiques. L'utilisation de traceurs non- 
isotopiques est encore plus ancienne, remontant a l'investigation de l'oxydation des 
acides gras par KNOOP (1904), mais, bien que des traceurs chimiques, comme le 
groupe phenyle, puissent fournir une information qualitative importante, 
l'utilisation de traceurs dans les experiences cinetiques n'a ete possible qu'avec 
l'apparition des isotopes. 

Utiliser la cinetique des reactions d'echanges d'isotopes, il est necessaire de faire 
deux hypotheses importantes. Elles sont habituellement verifiees et souvent simple- 
ment sous-entendues, mais il est aussi bien de les enoncer clairement afm d'eviter 
tout malentendu. La premiere hypothese est qu'une reaction impliquant des subs- 
trats radioactifs suit le meme mecanisme que la reaction normale, avec les memes 
constantes de vitesse. En d'autres termes, les effets isotopiques (§ 7.6 et 7.7) sont 
supposes negligeables. Cette supposition est generalement vraie, a condition que 
3 H (Tritium) ne soit pas le marqueur radioactif. Meme dans ce cas, les effets 
isotopiques pourront etre negliges si l'atome 3 H n'est pas directement implique dans 
la reaction ou dans la fixation du substrat sur l'enzyme. La seconde hypothese est 
que les concentrations de toutes les especes radioactives soient si faibles qu'elles 
n'ont aucun effet perceptible sur les concentrations des especes non marquees. 
Cette hypothese peut habituellement etre satisfaite et constitue un point important 
car, dans ce cas, les especes marquees peuvent etre ignorees dans le calcul des con- 
centrations des especes non-marquees, simplifiant ainsi considerablement l'analyse. 

L'echange d'isotopes est plus facilement compris a l'aide d'un exemple, comme celui 
presente dans le schema de la figure 7.1, qui represente le transfert d'un atome 
radioactif (represente par un asterisque) de A* vers P* dans le mecanisme ordonne a 
complexe ternaire. Puisque cet echange implique que A* se fixe a E, il ne peut se 
realiser que si la concentration de E est suffisante. 



EA* 



k x [A] 



k[A*J 



EA 



k-dQ] 



k 2 [B] 



EA*B 
EP*Q 



k-ifP*J 



EQ 



k_ 3 [P] 



EAB 
EPQ 



7.1 - Echange isotopique dane un mecanieme ordonne a compiexe ternaire 

Le schema montre les etapes necessaires pour le transfert du marqueur de A* a F* 
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La reaction d'echange doit done etre inhibee par des concentrations elevees de A ou 
de Q, puisque ces molecules sont en competition avec A* pour se fixer sur E. Les 
effets de B et P sont plus subtils : d'un cote, la reaction d'echange implique la fixation 
de B sur EA*, et done necessite la presence d'une concentration finie de B. D'un 
autre cote, si B et P sont presents a des concentrations tres elevees, l'enzyme existera 
principalement sous la forme du complexe ternaire, (EAB + EPQ), et il n'y aura done 
plus de E libre pour fixer A*. On s'attend alors a ce que des concentrations elevees de 
B et de P inhibent l'echange, et il n'est pas difficile de montrer que cette prediction se 
verifie. Les vitesses d'echange des concentrations d'intermediaires peuvent etre 
ecrites de la facon habituelle et leur valeur fixee a zero en accord avec l'hypothese de 
l'etat stationnaire : 

d£Ml = k x [A*][E]-(k l + k 1 [B])[EA*] + k 2 [EA*B] = [7.1] 
dt 

d[EA * B] = k 2 [B][EA*]-(k_ 2 +k 3 )[EA*B] + k_ 3 [P*][EQ] = [7.2] 
at 

Celles-ci constituent une paire d'equations simultanees dont [ EA*] et [EA*B] 
sont les inconnues. La solution pour [EA*B], avec [P*] fixee a zero, est la 
suivante : 

[EA*B]= WAVfBJfEJ 

k_ x (k_ 2 + k 3 )+k 2 k 3 [B] 

La vitesse initiale d'echange v* est donnee par k 3 [EA*B] : 

. _ k x k 2 k 3 [A*][B][E] 



k_ x (k_ 2 +k 3 ) + k 2 k 3 [B] 



[7.4] 



Cette derniere equation est independante de toute hypothese concernant l'effet des 
reactifs marques radioactifs sur la reaction non marquee, mais avant de pouvoir 
l'utiliser, il est necessaire d'obtenir une expression pour [E] qui puisse y etre 
inseree. Comme nous l'avons indique plus haut, le traitement est grandement 
simplifie si nous supposons que les concentrations des reactifs non marques ne sont 
pas affectees par la presence de faibles quantites des especes marquees ; de cette 
maniere la valeur de [E] est la meme que s'il n'y avait pas de marquage. Si 
l'experience est realisee avec la reaction non marquee dans des conditions d'etat 
stationnaire, l'expression pour [E] derivee dans le § 6.3.2 doit etre utilisee, mais 
l'utilisation de celle-ci conduit a des expressions complexes et n'est heureusement 
pas necessaire. II y a deux facons d'eviter les complications : soit nous pouvons 
etudier l'echange d'isotopes avec la reaction non-marquee dans ces conditions 
d'equilibre, comme nous en discutons dans le § 7.3, ou, plutot que des vitesses 
reelles d'echange, nous pouvons discuter des rapports de ces vitesses, comme il en 
est question dans le § 7.5.1. La methode a l'equilibre est de loin la meilleure 
methode connue et la plus largement utilisee des deux, mais les deux methodes 
represented des methodes puissantes et utiles. 
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7.3. ECHANGE P'l50T0PE5 A L'EQUILIBRE 



Si la reaction non-marquee est a l'equilibre, la concentration d'enzyme libre dans le 
mecanisme ordonne a complexe ternaire est donnee par : 

[E] = ^ [7.5] 

t | kJAJ | k x k 2 [AJ[BJ | k x k 2 h[A][B][P] 

k_ x k_ x k_ 2 k_ x k_ 2 k_ 3 

Les quatre termes du denominateur font reference aux quatre especes d'enzymes, 
E, EA, (EAB + EPQ) et EQ, et chacun est dans un rapport d'equilibre approprie 
vis-a-vis du precedent, comme par exemple [EA J/[E J = k x [A ] /k_ x . Cette equa- 
tion ne contient pas le terme [Q] car, si l'equilibre doit etre maintenu, uniquement 
trois parmi les quatre concentrations de reactif sont necessaires. N'importe laquelle 
des concentrations [A], [B] ou [PJ peut etre remplacee par [QJ, comme le 
montre l'identite suivante : 

K = k x k 2 k 3 k 4 = [PJfQJ 
eq k_ x k_ 2 k_^k_ A [A ] [B ] 

Par exemple, si nous souhaitons examiner les effets de l'augmentation dans un 
rapport constant des concentrations de B et de P, [B] et [PJ, pour quelques 
valeurs donnees de [A] et de [Q] , il serait approprie de remplacer [PJ par [Q] 
en utilisant l'equation [7.6]. Si cela est fait, la substitution de l'equation [7.5] dans 
l'equation [7.4] donne la vitesse d'echange d'isotope a l'equilibre chimique : 



.* _ k x k 2 k,[Ek[A*][B] 



k_ x k_ x k_ 2 k 4 ) v " 3/ 3/ 7J 



[7.7] 



Puisque le numerateur de cette equation est proportionnel a [B] alors que le 
denominateur est du second degre en [BJ, il est evident qu'elle a la meme forme 
que l'equation pour l'inhibition d'un enzyme a un seul substrat, l'equation [5.38]. 
Ainsi, puisque [BJ et [PJ varient de jusqu'a la saturation, la vitesse d'echange 
augmente jusqu'a un maximum et ensuite diminue jusque zero. 

Les equations pour toute autre reaction d'echange peuvent etre derivees de facon 
similaire. Dans le mecanisme ordonne a complexe ternaire, l'echange entre B* et 
P* ou Q* n'est pas inhibe par A car des concentrations saturantes de A n'eliminent 
pas EA du systeme, mais, au contraire, amenent sa concentration a un maximum. 
Des resultats similaires sont obtenus avec la reaction inverse (comme il est 
logiquement attendu pour un systeme a l'equilibre, puisque dans un tel systeme la 
vitesse directe de n'importe quelle etape est la meme que la vitesse inverse) : 
l'echange a partir de Q* est inhibe par un exces de P, mais l'echange a partir de P* 
n'est pas inhibe par exces de Q. 
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Le mecanisme aleatoire a complexe temaire differe du mecanisme ordonne par le 
fait qu'aucun echange ne peut etre completement inhibe par le substrat qui n'est pas 
implique dans l'echange. Par exemple, si B est present en exces, le chemin par- 
ticulier pour l'echange de A* en P* considere plus haut est inhibe car E est elimine 
du systeme, mais l'echange n'est pas completement inhibe car une voie alternative 
existe : a des concentrations elevees de B, A* peut entrer dans des reactions 
d'echanges en se fixant sur EB pour donner EA*B. Puisque le comptage de la 
radioactivite peut etre realise de maniere tres sensible, il est possible de detecter 
des chemins reactionnels mineurs par les methodes d'echange d'isotopes. 



7.4. ECHANGE D'150T0FB5 

PAN 5 DES MECANI5ME5 A ENZYME MOPIFIE 



L'echange d'isotope permet une simplification utile des mecanismes a enzyme 
modifie car il permet d'etudier uniquement une moitie de la reaction a la fois 
(figure 7.2). Ce mecanisme a la meme forme que le mecanisme complet, avec P* et 
A* remplacant respectivement B et Q, mais les cinetiques sont plus simples car les 
constantes de vitesse sont les memes pour les deux moities de la reaction. Ce type 
d'echange represente une difference qualitative majeure entre les mecanismes a 
enzyme modifie et les mecanismes a complexe ternaire, parce que dans les meca- 
nismes a complexe ternaire aucun echange ne peut avoir lieu si le systeme n'est pas 
complet. Cette methode de distinction entre les deux types de mecanismes a ete 
utilisee et discutee (Doudoroff, Bouker et Hassid, 1947 ; Koshland, 1955) 

bien avant l'introduction de l'echange 
A d'isotopes comme une technique cinetique. 




7.2 - Echange \eotop\e\ue 

dans un mecanisme a enzyme modifie 

Notons qu'avec ce type de mecanisme, 
l'echange d'isotope peut avoir lieu meme si le 
melange reactionnel est incomplet, c'est-a-dire 
qu'il n'est pas necessaire que le second 
substrat ou le second produit sort present. 



La possibility d'etudier uniquement certaines parties d'un mecanisme est particulie- 
rement interessante dans le cas de mecanismes a enzyme modifie plus complexes, 
impliquant trois substrats ou plus. Dans de tels cas, toute simplification des cineti- 
ques est evidemment la bienvenue, et cette approche a ete utilisee avec un certain 
succes, par exemple par Cedar et Schwartz (1969) dans l'etude de l'asparagine 
synthetase. 
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Cette capacite qu'ont de nombreux enzymes de catalyser des reactions partielles, 
implique que les experiences d'echange d'isotopes necessitent des enzymes mieux 
purifies que les experiences conventionnelles pour que les resultats soient valables. 
La raison de cette necessite est simple. Supposons que nous etudions l'aspartate 
transaminase, qui catalyse la reaction suivante (que nous avons presente avec plus 
de details dans l'equation [6.3]). 

Glutamate + Oxaloacetate 2-oxoglutarate + Asparate [7.8] 

La presence dans la preparation d'enzyme de faibles quantites d'enzymes conta- 
minants comme par exemple d'autres transaminases, a peu d'importance si nous 
suivons la reaction complete car il est improbable qu'un de ces contaminants soit 
capable de catalyser la reaction complete. Toutefois, l'echange entre le glutamate et 
le 2-oxoglutarate represente un autre probleme, en particulier si nous utilisons une 
methode tres sensible de dosage, et nous devons nous assurer qu'aucune autre 
transaminase n'est presente si nous voulons obtenir des informations sur l'aspartate 
transaminase. Bien que cet avertissement s'applique en particulier aux enzymes qui 
operent par un mecanisme a enzyme modifie, il n'est pas inutile d'apporter une 
meme attention a la purete de la preparation d'enzyme lors de l'etude d'autres 
enzymes, meme si ceux-ci ne sont pas susceptibles de catalyser des reactions par- 
tielles ; comme nous en avons discute a la fin du § 6.2.3, il pourrait y avoir plus 
d'enzymes qui reagissent selon un mecanisme a enzyme modifie que ce qui n'est 
generalement accepte. 

7.5. ECHANGE D'leOTOPEe H0R5 EQUILIBRE 
7.5.1. Rapports de flux chimiques 

Comme nous l'avons note ci-dessus, les equations de vitesse pour l'echange d'iso- 
topes deviennent tres compliquees si la reaction non-marquee n'est pas maintenue a 
l'equilibre durant l'echange. Neanmoins, il y a une bonne raison pour etudier des 
reactions enzymatiques qui ne sont pas a l'equilibre. A l'equilibre chimique il est 
impossible de demeler les effets dus a la fixation du substrat de ceux dus a la 
liberation du produit, et, sauf si l'enzyme est capable de catalyser une demi-reaction 
(§ 7.4), nous sommes obliges de considerer la reaction entiere. L'echange d'isoto- 
pes hors d'equilibre, par contre, permet d'isoler et d'examiner separement la partie 
d'un mecanisme qui est responsable d'un echange en particulier. 

L'etape cruciale pour faire de la methode d'echange d'isotopes hors equilibre une 
technique utile, sans se laisser attirer par une complexite sans espoir, a ete franchie 
par BRITTON (1966). II a realise que mesurer et comparer des transferts simultanes 
entre un reactif et deux autres elimine en grande partie la complexite des expres- 
sions de vitesse en divisant l'une par les deux autres. Cela s'explique par le fait que 
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les caracteristiques mecaniques, en dehors de la partie du mecanisme responsable 
des deux echanges, affectent les deux vitesses de la meme maniere et, par conse- 
quent, n'affectent pas leur rapport. 

Cette idee peut etre illustree en considerant un mecanisme capable de convertir 
deux substrats en un produit P, comme le montre le schema suivant : 

A B P 

W V l W V 2 y 3 J) 

E ~< " EA < N <- > * E'P . > E' [7.9] 

v_! v_ 2 v_ 3 

Celui-ci peut representer une reaction complete, avec (E' identique a E) ou il peut 
simplement representer le fragment d'un schema plus large dont le reste peut etre 
arbitrairement complique sans que cela n'affecte l'analyse, a condition qu'il ne 
comporte aucune voie alternative de conversion de A + B en P. Supposons main- 
tenant que nous avons P*' ? doublement marque de facon telle qu'il soit possible de 
mesurer simultanement la conversion de A* et de B'\ Puisqu'il n'est pas necessaire 
de mentionner explicitement les marqueurs pour deriver les equations, ils seront 
omis : il est suffisant de se rappeler que lorsque nous nous referons a une 
conversion unidirectionnelle de, par exemple, P en A, l'existence d'un marqueur 
adequat est implicite. Dans ce contexte, il est conventionnel de considerer une 
vitesse unidirectionnelle de ce type comme un flux, mais malheureusement cette 
distinction entre vitesses et flux est assez differente (presque opposee) de celle 
utilisee dans l'analyse du controle metabolique (§ 10.4). Pour cette raison, nous 
utiliserons ici le terme plus long de flux chimique recommande par 1'IUPAC (1981) 
pour designer une vitesse unidirectionnelle, et nous utiliserons le symbole 
F (X— > Y) pour representer le flux chimique de X vers Y. 

Le flux chimique de P vers E'P est clairement donne par v_ 3 = k_ i [E' JfPJ . 
Neanmoins, cela ne represente pas le flux chimique de P vers B, et encore moins 
celui de P vers A, parce que toutes les molecules de E'P produites par la fixation de 
P sur E' ne continuent pas dans la meme direction de la reaction et ne liberent pas 
B ; quelques-unes retournent pour regenerer E' et P. En outre, certaines molecules 
de EA produites par la liberation de B a partir de E'P retournent egalement vers E' 
et P (avec la capture d'une molecule differente de B) au lieu de liberer A. II est 
immediatement evident que si le mecanisme est celui illustre par le schema de la 
figure 7.2, le flux chimique de P vers B est superieur au flux chimique de P vers A, 
mais nous pouvons placer cela sur une base quantitative en considerant les proba- 
bilites a chaque point du mecanisme de continuer dans la meme direction ou de 
s'inverser. Pour une molecule E'P produite par la fixation de P sur E', cette proba- 
bility est donnee par v_ 2 j( v_ 2 + v 3 ) car il n'y a que deux solutions possibles, soit la 
continuation vers EA + B ou le retour vers E' + P, qui se deroulent respectivement 
aux vitesses v_ 2 et v 3 . Ainsi, le flux chimique de P vers B est : 

F(P ^B) = F ( p ^ E ' p ) F ( E ' p ^ B ) = V-2V-3 = k_ 2 k_,[E][P] 
F(P^E'P) + F(E'P^B) v_ 2 + v 3 k_ 2 + ki 
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Pour calculer le flux chimique de P vers A, nous notons premierement que 
F(P^EA) est le meme que F(P^>B), donne dans l'equation [7.10]. Nous avons 
egalement besoin du flux chimique inverse F(EA-^P) qui peut etre calcule de 
facon similaire de la maniere suivante : 

f( ea^p) = = hhiMim [7 . n] 

V-2 + V 3 k_ 2 + h 

Ensuite, le flux chimique de P vers A est construit d'une facon analogue a celui 
utilise pour l'equation [7.10] : c'est le flux chimique de P vers EA multiplie par la 
probability que la molecule de EA, une fois formee, libere A plutot que de retour- 
ner vers P : 



F(P^A) = 



F(P^EA)F(EA^A) 
F(EA^A) + F(EA^P) 

V-1V-2V-3 



(v_ 2 + V 3 ) 



— [7.12] 

v V_ 2 + V 3 



k_ x k_ 2 k_ 3 [E][P] 



(k_ 2 +k 3 ) 



k_ 2 +k 3 



A ce point, nous pouvons etre tentes par le desespoir : si l'expression pour un flux 
chimique dans un mecanisme simple a trois etapes est aussi compliquee que cela, et 
qui plus est avant d'avoir substitue la concentration de E dans le but de produire 
une equation utilisable, quel espoir peut-il y avoir d'obtenir des equations mani- 
pulables pour des mecanismes de reel interet ? Le point essentiel est qu'en depit de 
la complexite de ces equations, si nous examinons chacune d'elle isolement, dies 
se simplifient considerablement si nous divisons l'une par l'autre pour obtenir 
l'expression d'un rapport de flux chimiques. 

Cela deviendra plus clair dans un moment, mais au prealable, nous devons nous 
debarrasser d'une seconde question qui se posera probablement en relation avec des 
expressions du type de l'equation [7.12] : ne serait-il pas dans l'ordre des choses 
de commencer par multiplier numerateur et denominateur de l'equation [7.12] par 
k_ 2 + k 3 , et ensuite de distribuer les termes entre parentheses ? Cela s'avere etre une 
tentation a laquelle il faut resister : la simplification potentielle apportee par ce 
procede est en realite tellement legere qu'elle peut etre negligee, et si des expres- 
sions de flux chimique sont laissees dans leur forme non simplifiee, il est facile 
(avec la pratique) de reconnaitre par inspection visuelle la raison de la presence de 
chaque terme dans l'equation, alors que cette logique est obscurcie en appliquant la 
simplification. De plus, les equations dans leur forme non-simplifiee sont pratiques 
pour comparer les unes aux autres. Ainsi, il est evident en les observant que l'equa- 
tion [7.12] differe de l'equation [7.10] uniquement par le facteur k_ x au numerateur 
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et par le second terme entre parentheses au denominateur. Le rapport de flux 
chimique peut done s'ecrire sous la forme : 



Les caracteristiques marquantes de cette equation sont que [A], la concentration 
du substrat qui se fixe en premier dans la reaction directe, n'apparait pas, et qu'elle 
exprime une simple dependance lineaire vis-a-vis de [B],\a. concentration du 
substrat qui se fixe en second. 

Les conclusions qui peuvent etre tirees a partir de l'equation [7.13] dependent de 
certaines hypotheses. La reaction peut progresser dans le sens A + B donne P ou 
dans le sens P donne A + B ou elle peut etre a l'equilibre. Les concentrations [A] , 
[B] et [P] peuvent prendre n'importe quelle valeur et etre exprimees en valeurs 
absolues ou en valeurs relatives. Le recyclage de E' en E peut etre extremement 
simple (e'est-a-dire qu'il peut s'agir de la meme espece) ou il peut etre arbi- 
trairement complique (pour autant qu'il n'implique pas de chemin alternatif de 
conversion de A + B en P.) Cela signifie egalement qu'aucune hypothese n'est faite 
concernant l'obeissance de la reaction globale au modele de Michaelis et Menten 
ou a toute autre equation de cinetique simple. Si d'autres reactifs sont impliques, ils 
peuvent participer dans n'importe quel ordre et peuvent etre entremeles avec les 
etapes presentees dans l'equation [7.9] ; par exemple, a la place de la reaction a une 
etape qui est presentee, la fixation de B sur EA peut etre un processus a trois etapes 
dans lequel un autre substrat C se fixe egalement et un autre produit Q est libere. 
Les reactions en cul-de-sac, qu'elles fassent ou ne fassent pas partie du fragment de 
reaction correspondant a la conversion de A + B en P, n'ont aucun effet sur la 
forme du rapport des flux chimiques. II s'ensuit des lors que la mesure du rapport 
des flux chimiques fournit une methode remarquablement puissante d'etude des 
questions specifiques d'ordre de fixation en s'affranchissant d'autres caracteristi- 
ques complexes des mecanismes. 

II est evident, par des considerations de symetrie, que l'equation [7.13] ne peut pas 
s'appliquer au cas ou A et B peuvent se fixer a l'enzyme dans un ordre aleatoire, 
puisqu'il ne serait pas possible dans ce cas que le rapport des flux chimiques 
depende d'un substrat mais pas de l'autre. L'analyse du mecanisme aleatoire com- 
plet a complexe ternaire montre que cela est correct, et que quand A et B se fixent 
dans un ordre aleatoire, le rapport des flux chimiques a partir de P se caracterise 
par une dependance hyperbolique vis-a-vis des deux concentrations de substrat : 
un exemple d'un tel comportement est fourni par des experiences realisees avec 
la phosphofructokinase de muscle de lapin (Merry et Britton, 1985). De plus 
amples details sur la theorie de ces experiences peuvent etre obtenus ailleurs 

(CORNISH-BOWDEN, 1981). 

L'hexokinase D de foie de rat fournit l'exemple d'un enzyme se comportant de la 
maniere la plus simple (GREGORIOU, TRAYER et CORNISH-BOWDEN, 1981.) Bien 



F(P^B) 
F(P^A) 



= 1 + 



[7.13] 
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que les cinetiques n'obeissent pas au modele de Michaelis et Menten vis-a-vis 
du glucose et qu'en consequence les experiences conventionnelles d'inhibition par 
le produit soient difficiles a analyser, des mesures des flux chimiques du glucose 
6-phosphate vers l'ATP et le glucose ont donne les resultats presentes dans la 
figure 7.3 : exactement les resultats attendus sur la base de l'equation [7.13] si le 
glucose est le substrat qui se fixe en premier. 



F (Glucose-67 3 — > ATP) 
F (Glucose-6P — > Glucose) 




F (Glucose-6P — > Glucose) 2 
F (Glucose-6P — > ATP) 



5 6 

[ATP] (mM) 



5 10 15 20 25 50 

[Glucose] (mM) 

7.3 - Mesures de flux ch\m\e\ues pour I'hexokinase D 

La figure montre lee donneee de GtZEGORlOU, Tkayek et Cokni5H-5owden (1931) pour le 
tranefert elmultane de 3Z P vers l'ATP et de ,4 C vers le glucose a partir de qlucose&-phos- 
phate marque avec le ,4 C et le 3Z P. La theorie predit une variation du rapport des flux 
chimiques avec la concentration du substrat qui se fixe en second dans une reaction 
ordonnee, mais aucune variation avec le substrat qui se fixe en premier, comme le montrent 
respectivement les parties (a) et (b) de la figure. 



7.5.2. Cinetie[uee d'ieomerisation 

Nous pourrions supposer que les types les plus simples d'experience cinetique 
seraient appropries avec les isomerases (qui incluent les mutases, les racemases, les 
epimerases...), puisque ces enzymes catalysent d'authentiques reactions a un 
substrat et un produit. Neanmoins, les isomerases presentent une difficulte speciale 
qui est evidente quand elle est soulignee, mais qui peut facilement etre negligee : 
il est impossible de realiser des experiences conventionnelles d'inhibition par le 
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produit avec ces enzymes car une reaction ne peut pas etre irreversible si la 
solution contient simultanement le substrat et le produit. Par consequent, le terme 
negatif du numerateur dans l'expression de la vitesse ne peut pas etre neglige, et 
l'hypothese cruciale qui permet de simplifier la plupart des equations cinetiques 
jusqu'au point de permettre l'utilisation des methodes graphiques et statistiques 
conventionnelles, est invalidee. 

Cette limitation est particulierement serieuse pour les isomerases a cause d'une 
caracteristique mecanique importante de ces enzymes, qui peut etre plus raison- 
nablement ignoree avec d'autres enzymes. Dans chaque mecanisme, nous pouvons 
postuler qu'il pourrait y avoir une etape obligatoire d'isomerisation de l'enzyme, 
c'est a dire que la forme libre de l'enzyme qui est liberee a la fin de la reaction peut 
etre differente de la forme impliquee dans la premiere etape, de sorte qu'une iso- 
merisation de l'enzyme est necessaire pour completer le cycle. Toutefois, dans une 
reaction impliquant plusieurs substrats et produits, il n'y a pas de raison particuliere 
pour supposer l'existence d'un tel phenomene : si nous examinons le mecanisme a 
enzyme modifie de l'equation [6.3], par exemple, il n'y a aucune de raison de 
supposer que le processus chimique soit facilite par l'introduction d'une telle etape. 
Par contre, dans le cas d'une isomerase, les avantages d'une telle etape sont plus 
clairs. Par exemple, une mutase, c'est-a-dire un enzyme qui catalyse le mouvement 
d'un groupe d'une position a une autre dans la meme molecule, peut facilement etre 
imaginee comme une proteine existant sous deux formes, chacune complementaire 
de l'un des deux reactifs, mais qui peut rapidement commuter entre ces deux etats. 
Ainsi, une partie essentielle de l'etude mecanique d'une isomerase doit etre de 
determiner si celle-ci opere de cette maniere ; dans leur argumentation Albery et 
KNOWLES (1987) vont jusqu'a dire qu'aucune investigation cinetique d'un enzyme 
ne peut etre consider ee comme complete tant que des experiences n'ont pas ete 
conduites afin de determiner si les etapes limitantes dans des conditions de 
saturation (par le substrat) dependent de la modification du substrat ou de la 
conversion de l'enzyme libre. Ce point de vue est certainement justifie avec les 
isomerases, meme s'il peut paraitre exagere avec d'autres enzymes. 

Les cinetiques conventionnelles ne permettent pas de repondre a cette question. Si 
nous appliquons la methode de KING et ALTMAN au mecanisme d'une reaction a un 
substrat et un produit impliquant une isomerisation de l'enzyme : 

P 

E + A < *~ EA < E' < E 

k-i k -2 k-3 [7.14] 

cela n'est pas immediatement apparent, parce que l'equation de vitesse contient un 
terme en [A JfP J , qui pourrait etre detectable par des techniques ordinaires : 

v = h k 2 k 3 [E] [A]- k_ x k_ 2 k_,[Eh [PJ 

(k_, + k 2 ) (k_i + k i ) + k l (k 2 + k 3 )[A] + (k_, + £_ 3 )U [P] + h k-2 [AJfPJ 
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[7.15] 

Toutefois, la « technique ordinaire » en question est l'inhibition par le produit, qui, 
comme nous l'avons mentionne plus haut, est impossible dans des conditions 
d'irreversibilite de la reaction avec un enzyme a un seul produit. Le probleme 
semble toujours etre accessible a l'analyse par des techniques ordinaires si nous 
mesurons la vitesse en variant [A] et [P] dans un rapport constant, comme par 
exemple en fixant [P] = r[A] ou r est une constante, car dans ce cas l'equation de 
vitesse prend une forme simple avec un seul terme au numerateur : 

v = (k l k 2 k 3 -k_ l k_ 2 k_ 2 r)[E] [A] 16] 

(k-i + k 2 )(k_ 3 + k 3 ) + [ki(k 2 + k 3 ) + (k_ x + k_ 3 )k_ 2 r\[A] + k x k_ 2 r[AJ 2 

Cette equation n'a pas la forme standard pour une inhibition par le substrat (equa- 
tion [5.38]), et, en principe done, si l'isomerisation de l'enzyme a lieu, la vitesse 
doit passer par un maximum quand elle est etudiee en fonction des concentrations 
des deux reactifs, variees dans un rapport constant. Toutefois, l'observation d'un 
maximum dans une gamme accessible de concentrations, depend des constantes de 
vitesse. Un cas est evident : si k_ 3 et k 3 sont toutes les deux tres grandes, alors E et 
E' ne sont pas distinguables cinetiquement, de sorte que le mecanisme devient 
equivalent au mecanisme ordinaire a une etape de Michaelis et Menten, et le 
terme en [A] 2 n'est pas detectable. 

BRITTON (1973), cependant, a mis en evidence une seconde possibility qui est 
moins evidente et qui reste surprenante et non-intuitive, meme apres en avoir 
verifie l'algebre : le terme en [A] 2 devient egalement indetectable si k_ x et k 2 sont 
toutes deux tres grandes, ce qui signifie qu'il est impossible de detecter si l'isome- 
risation de l'enzyme libre limite la vitesse pour des concentrations elevees de 
substrat. Meme si elle est detectable, Britton (1973) a montre que n'importe quel 
ensemble particulier de parametres observes est consistant avec deux ensembles 
differents de constantes de vitesse, l'un donnant plus d'importance a l'isomerisation 
de l'enzyme que l'autre. En resume, l'analyse de ce type de cinetiques, exprimees 
par les equations [7.15] et [7.16], reste ambigue sur l'importance de l'isomerisation 
de l'enzyme. Cette analyse a recemment ete contestee par Rebholz et Northrop 
(1993), qui affirment que BRITTON a fait plusieurs erreurs algebriques ; leur criti- 
que est toutefois sans fondements (CORNISH-BOWDEN, 1994 ; BRITTON, 1994), et 
ne doit pas etre consideree davantage. 

7.5.3. Perturbation par un traceur 

La perturbation par un traceur est une technique d'echange d'isotope qui elimine le 
type de problemes d'interpretation discute dans le § 7.5.2. Considerons une reaction 
d'isomerisation qui suit le mecanisme represente par l'equation [7.14]. Dans un 
melange a l'equilibre entre des reactifs marques A* et P*, E et E' existent dans de 
telles proportions que les flux chimiques de A* vers P* et de P* vers A* sont 
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egaux. Si un large exces de A non marque est ajoute a un tel melange a l'equilibre, 
la reaction resultante de A vers P perturbera l'equilibre entre E et E', de telle facon 
qu'a la limite E disparait entierement du melange reactionnel, ne laissant aucune 
forme d'enzyme capable de reagir avec A*, alors que E' reste disponible pour reagir 
avec P*. Ainsi, la seule direction possible pour la reaction marquee est de P* vers 
A*. II s'ensuit alors, que si l'isomerisation de l'enzyme survient comme dans l'equa- 
tion [7.14], modifier le systeme avec un reactif non-marque deplacera la reaction 
entre reactifs marques de l'equilibre dans une direction opposee a celle dont il 
deplacera la reaction entre reactifs non-marques. Une analyse similaire d'un meca- 
nisme de MlCHAELIS et MENTEN a deux etapes sans isomerisation de l'enzyme ne 
presente pas un tel effet, parce que A et P reagissent avec la meme forme d'enzyme 
libre, et qu'aucun equilibre entre des formes differentes de l'enzyme ne peut etre 
perturbe. Dans ce cas, l'addition de reactifs non-marques n'a aucun effet sur 
l'equilibre entre reactifs marques. 

Dans des cas plus complexes, l'isomerisation de l'enzyme peut provoquer un 
deplacement de la reaction entre reactifs marques dans la meme direction que la 
reaction entre reactifs non-marques. Nous avons tacitement suppose dans la 
discussion des reactions d'isomerisation que le produit P resulte du rearrangement 
des atomes du substrat A en une structure differente. Cela n'est pas obligatoirement 
le cas, et cela n'est meme pas probable. Avec une mutase, par exemple, E et E' 
peuvent representer des phosphoenzymes differents, de sorte que le complexe 
enzyme-substrat est un biphosphate ou le groupe phosphoryle qui apparait sur P 
provient de E et non de A. Le transfert d'un groupe phosphoryle marque de A 
necessite deux cycles catalytiques, de A vers E' au cours du premier cycle, et de E 
vers P au cours du second. Puisque le second cycle necessite la participation de A 
non-marque, le processus en entier peut uniquement se derouler dans la meme 
direction que la reaction entre reactifs non-marques, quoique tres lentement, a 
cause du manque de E pour reagir avec A*. II s'ensuit que si une experience de 
perturbation par un traceur est realisee en utilisant du 32 P comme marqueur, il y 
aura une perturbation faible dans la direction de la reaction non marquee, alors que 
si le meme systeme est etudie en utilisant du 14 C ou du 3 H, il y aura une 
perturbation plus importante dans la direction opposee. La phosphoglucomutase du 
muscle de lapin se comporte exactement en accord avec ces predictions (Britton 
et Clarke, 1976.) 

Plus recemment, la methode de perturbation par un traceur a ete utilisee dans 
des etudes detaillees des cinetiques de la proline racemase (Fisher, Albery et 
Knowles, 1986) et de la triose-phosphate isomerase (Raines et Knowles,1987) ; 
encore une fois, les resultats constituent une preuve d'un effet important de 
l'isomerisation de l'enzyme sur la cinetique de la reaction. 
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7.6.1. Effete isotopiques primairee 

Pour la plupart des applications, nous pouvons considerer que les differents iso- 
topes d'un element ont exactement les memes proprietes thermodynamiques et 
cinetiques. En effet, l'utilisation d'isotopes radioactifs comme traceurs, sur laquelle 
une grande partie de la biochimie modeme, s'est construite, repose precisement sur 
cette hypothese. Neanmoins, elle n'est pas exactement correcte, et dans des reac- 
tions ou l'etape limitante implique la rupture d'une liaison entre l'hydrogene et un 
atome plus lourd, les differences de proprietes entre les isotopes d'hydrogene 
deviennent suffisamment grandes pour etre a l'origine de serieuses erreurs si celles- 
ci ne sont pas prises en compte. Ce phenomene a des consequences positives et 
negatives. La consequence negative est que lors de l'utilisation de 3 H comme un 
traceur radioactif, nous devons avoir la prudence de nous assurer que celui-ci est 
eloigne du site de reaction. En pratique, ceci est generalement facile a realiser, car 
« eloigne » signifie simplement separe par au moins deux atomes ; neanmoins, 
cette precaution ne doit pas etre negligee. 



Energie 
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7.4 - interpretation eiementaire dee effete ieotopi(\uee primairee 

Fuisque eeeentleWement toutes les molecules se trouvent dans leur niveau de vibration le 
plus bas aux temperatures ordlnalres, et que cet etat est plus bas d'envlron 4,3 kJ mor ] 
pour une liaison C- Z H que pour une liaison C—H, la liaison C- Z H necessite un apport 
superleure d'enerqie de 4,3 kJ mor pour atteindre I'etat de transition. 
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La consequence positive des effets isotopiques sur les cinetiques est qu'ils peuvent 
etre utilises pour obtenir des informations mecaniques qui seraient difficiles a 
obtenir d'une autre fa9on. A cause de cet aspect utile, nous donnerons une breve 
description de leur origine dans cette section. II sera inevitablement simplifie, mais 
des presentations plus rigoureuses ont ete faites par JENCKS (1969) et BELL (1973). 

L'energie d'une liaison C-H en fonction de la distance separant les deux atomes 
depend uniquement des nuages d'electrons entourant les deux atomes et est la 
meme pour tous les isotopes du carbone et de l'hydrogene. Cependant, comme la 
liaison vibre, les energies disponibles sont quantifiees, et les niveaux quantiques 
specifiques disponibles pour une liaison dependent des masses des atomes vibrants, 
c'est a dire que ceux-ci sont differents pour differents isotopes. Cela ne serait pas 
important si la temperature etait suffisamment grande pour que les liaisons dans un 
echantillon donne aient des energies vibrationnelles distributes de maniere alea- 
toire entre les differents etats. A des temperatures ordinaires, quasiment toutes les 
liaisons C-H se trouvent dans leur etat vibrationnel fondamental, qui ne 
correspond pas au minimum reel de la courbe d'energie potentielle, mais a l'energie 
au point zero de la liaison, qui reflete le fait que la vibration persiste meme au zero 
absolu. II en decoule que l'etat fondamental pour une liaison C - 2 H se trouve a un 
niveau d'energie environ 4,8 kJ mor 1 plus bas (plus profond dans ce puits de 
potentiel) que pour une liaison C - 'H. 

En premiere approximation, nous pouvons supposer que lorsqu'une liaison C-H 
est rompue au cours de l'etape limitante d'une reaction, l'etat de transition de la 
molecule est celui dans lequel la liaison qui doit etre rompue, est etiree jusqu'au 
point ou elle a perdu un degre de liberte de vibration, mais ou toutes les autres 
liaisons sont dans leur etat fondamental. Ceci sous-entend que l'etat de transition 
est le meme pour C- 2 H et pour C- 'H mais, comme l'etat de base est plus bas pour 
C- 2 H, il faut 4,8 kJmor 1 d'enthalpie d'activation en plus pour l'atteindre, comme 
l'illustre la figure 8.2. En inserant cette valeur dans l'equation [ 1 .45], nous obtenons : 

-AH* 

— = ! r- = " [ 7 - 1? ] 

£ -(AH*+4,SkJmor l ) J 

H e " ^ 

qui vaut environ 6,9 a 298 K (25°C). Dans les limites ou ce modele simple s'ap- 
plique, nous prevoyons que les reactions impliquant la rupture de liaisons seront a 
peu pres sept fois plus lentes pour les liaisons C- 2 H que pour les liaisons C- 'H. 

Le type d'effet isotopique que nous venons de considerer est appele un effet isoto- 
pique primaire et dans la thermologie communement utilisee, nous pouvons dire 
que les calculs nous amenent a prevoir que l'effet isotopique primaire du deuterium 
pour une liaison C-H devrait etre d'environ 7. Des calculs similaires indiquent que 
l'effet isotopique correspondant pour le tritium vis-a-vis du proton devrait etre 
d'environ 16,5, et que tout les autres effets isotopiques primaires (comme par 
exemple pour 17 compare a 16 0) devraient etre bien inferieurs. Ces calculs sont 
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sujets a d'importantes erreurs, car la theorie complete de l'origine des effets 
isotopiques sur les cinetiques est beaucoup plus compliquee que nous ne l'avons 
decrite ci-dessus. Toutefois, il apparait que les effets du deuterium et du tritium 
devient souvent de maniere consistante des valeurs predites, mais elles sont 
toujours reliees entre elles par la relation suivante (Swain et ah, 1958) : 



i 1.442 



' 3 H 



[7.18] 



7.6.2. Effete \eotop\c\uee eeconda'wee 

En discutant la raison des effets primaires d'isotopes, nous avons suppose que la 
conversion de l'etat fondamental en un etat de transition affecte uniquement la 
liaison qui est etiree dans la reaction, mais cette vision est trop simpliste. En realite, 
la molecule entiere est affectee, mais dans des proportions qui diminuent rapide- 
ment a mesure qu'on s'eloigne du site de reaction. Pour les liaisons adjacentes a 
celle qui est rompue, les niveaux d'energie de vibration sont un peu plus proches 
les uns des autres pour les differents isotopes qu'ils ne le sont dans l'etat fondamen- 
tal. Ainsi, alors que les differences isotopiques s'eliminent presque entierement, 
une faible difference residuelle persiste dans l'enthalpie d'activation entre 'H et 2 H. 
Celle-ci provoque une faible difference dans la vitesse, appelee un effet isotopique 
secondaire. De tels effets sont typiquement de l'ordre de 1,3, c'est-a-dire que les 
reactions impliquant un 2 H fixe a l'un des atomes reagissant sont typiquement 
environ 30% plus lentes que les reactions correspondantes impliquant 'H. 

La grandeur de ces effets isotopiques secondaires les rend plus difficiles a mesurer 
que les effets primaires, et probablement pour cette raison, ils ont ete assez peu 
utilises en enzymologie. Ils peuvent cependant fournir des informations meca- 
niques utiles, difficilement accessibles par d'autres mesures. De nombreux meca- 
nismes proposes a la fois pour des reactions chimiques ordinaires et pour des 
reactions catalysees par des enzymes, impliquent un changement de coordination 
du carbone (comme par exemple le passage d'un etat tetraedrique a un etat trigonal) 
quand l'etat de transition est forme, et ce changement peut etre detecte comme un 
effet isotopique secondaire par la substitution isotopique d'un atome d'hydrogene 
fixe a l'atome de carbone qui est implique dans la reaction, meme si la liaison 
C-H, responsable de l'effet isotopique n'est pas modifiee par la reaction. Ce type 
d'approche a ete utilise, par exemple, dans l'etude de la (3-galactosidase (Sinnott 
et SOUCHARD, 1973). 



7.6.3. Effete \eotop\c\uee eur lee equi\ibree 

Essentiellement les memes arguments s'appliquent aux effets isotopiques sur les 
equilibres qu'aux effets isotopiques secondaires : les effets de substitutions iso- 
topiques sur les niveaux d'energie s'operent dans des directions opposees sur les 
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deux cotes d'un l'equilibre, et, bien qu'ils ne puissent pas exactement s'annuler 
mutuellement, l'effet net est normalement faible, et les effets isotopiques sur les 
equilibres sont typiquement proches de 1 . 



7.7. EFFET5 150T0FIQUE5 PRIMAIRE5 

5UR LE5 CINETIQUE5 ENZYMATIQUE5 



La mesure des effets isotopiques a trouve une utilisation croissante dans les etudes 
d'enzymes comme moyen d'etude des mecanismes. La theorie essentielle est pre- 
sentee dans un article de Northrop (1977), et dans d'autres articles parus dans ce 
meme ouvrage, et une application tres fournie de cette theorie a l'etude de la triose- 
phosphate isomerase a ete decrite par Albery et Knowles (1976.) 

Bien que l'analyse detaillee puisse devenir tres compliquee, l'idee de base est 
suffisamment simple pour etre resumee dans un texte elementaire. II peut etre 
presente en reference au mecanisme de Michaelis et Menten a trois etapes de 
l'equation [3.87], discute dans le § 3.6, pour lequel les definitions de la constante 
catalytique et de la constante de specificite, deja introduite dans l'equation [3.99a,b] 
sont les suivantes : 

k = tlh [7.19] 

k_ 2 +k 2 +ki 

k A = [7.20] 

k-\k_ 2 + k_ik 3 + k 2 k 3 

avec des expressions similaires pour la reaction inverse, donnees par les equations 
[3.100a,b]. Puisque les experiences realisees dans des conditions d'etat stationnaire 
permettent uniquement de determiner les quatre parametres de MICHAELIS et 
MENTEN, alors que le mecanisme comprend six constantes de vitesse, il pourrait 
sembler impossible de determiner les contributions relatives des differentes cons- 
tantes de vitesse presentes dans les equations [7.19] et [7.20] a partir de ces 
experiences. Toutefois, la possibility d'effectuer des mesures avec des reactifs 
isotopiquement marques permet de completer utilement ces resultats. Si nous faisons 
l'hypothese raisonnable qu'une substitution isotopique faite dans une liaison qui est 
rompue lors de la reaction va vraisemblablement produire un effet isotopique 
primaire dans l'etape chimique, mais avec des effets isotopiques faibles ou nuls sur 
les etapes de fixation, nous pouvons prevoir des effets isotopiques substantiels sur k 2 
et k_ 2 , mais des effets negligeables sur les autres constantes de vitesse. Ceci sous- 
entend que les rapports des constantes catalytiques et des constantes de specificite 
pour les reactifs contenant 'H et 2 H peuvent etre ecrits comme suit, ou l'exposant D 
(deuterium) indique 2 H et ou l'absence d'exposant fait reference a 'H : 
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= k 2 (kB 2 +k%+k 3 ) 
ko k^(k_ 2 +k 2 +k 3 ) 

k A _ k 2 (k_ik£ 2 + k_ik 3 + k2k 3 ) 
k D A k 2 ( k_ x k_ 2 + k_ x k 3 + k 2 k 3 ) 



[7.21] 
[7.22] 



Si aucun effet isotopique n'est observe avec les constantes de vitesse pour la 
fixation, le rapport des effets isotopiques sur k 2 et k_ 2 doit etre egal a l'effet isoto- 
pique sur l'equilibre pour la reaction globale. Par simplicity, nous considererons 
que l'effet isotopique sur l'equilibre est exactement egal a l'unite, mais comme ce 
dernier est de toute maniere mesurable independamment, l'analyse qui suit peut etre 
facilement corrigee pour prendre en compte les effets sur l'equilibre si cela est 
necessaire. En supposant que k 2 /k 2 = k_ 2 /k D 2 , l'equation [7.21] peut etre rear- 
ranged pour dormer une expression du rapport k 3 /(k_ 2 +k 2 ) en termes de l'effet 
isotopique mesure sur k et des effets isotopiques inconnus sur k 2 et k_ 2 : 



[7.23] 



k-2 + k 2 k^ _ ko_ 
W k° 

Etant donne que k 2 /k 2 est inconnu, la valeur de ce resultat peut sembler douteuse. 
Neanmoins, meme si la valeur exacte est inconnue, la theorie brievement presentee 
dans le § 7.6.1, associee au large ensemble d'informations experimentales dont 
nous disposons concernant les effets isotopiques dans les systemes chimiques, nous 
donnent une bonne idee de la gamme de valeurs probables. Ainsi, si nous 
supposons une valeur de 7, il est clair qu'un effet isotopique mesure de l'ordre de 7 
(ou plus) sur k fournit une preuve solide que l'etape chimique est suffisamment 
lente pour contribuer de maniere appreciable aux cinetiques observees a saturation, 
alors qu'une valeur de l'ordre de 1 indique que c'est la liberation du produit qui 
limite la vitesse. 

Des arguments similaires peuvent etre appliques a l'equation [7.22], mais dans ce 
cas, la grandeur de l'effet isotopique sur la constante de specificite k A fournit une 
mesure de l'importance relative de l'etape chimique en comparaison non pas avec k 3 
uniquement, mais avec k_ { et k 3 . Bien que cette analyse soit quelque peu plus 
compliquee que pour k , elle a l'avantage de pouvoir etre appliquee a 3 H aussi bien 
qu'a 2 H, alors que les effets isotopiques de 3 H sur k ne peuvent pas etre mesures, 
car un enzyme ne peut pas etre sature par une espece qui est uniquement presente 
sous forme de traces. 

Si l'equation [7.18], la relation entre les effets isotopiques de 2 H et 3 H, pouvait etre 
considered comme fiable, elle fournirait un moyen pour s'affranchir de la difficulty 
rencontree dans cette analyse qui est due au fait que la valeur exacte de k 2 jk 2 est 
inconnue. La comparaison des effets isotopiques mesures pour les deux isotopes 
permettrait de la calculer. Malheureusement, il n'est pas clair si cette relation 
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s'applique suffisamment precisement aux reactions enzymatiques pour qu'un tel 
calcul offre un avantage dans l'analyse plus qualitative suggeree plus haut. 

Les effets isotopiques du solvant sont consideres comme des effets environnemen- 
taux, et sont traites dans le § 8.8. 

PR03LEME5 

7.1 - La saccharose glucosyltransferase catalyse les reactions suivantes : 

glucose 1-phosphate + fructose „ >- sucrose + phosphate inorganique 

En absence a la fois de sucrose et de fructose, I'enzyme catalyse I'echange 
rapide de 32 P entre le glucose 1-phosphate et le phosphate inorganique 
marque. Cet echange est inhibe fortement et de maniere competitive par 
le glucose. L'enzyme est un catalyseur plutot mauvais pour I'hydrolyse 
du glucose 1-phosphate. Proposer une explication pour ces resultats. 

7.2- La methode decrite dans le §7.7 fournit des informations concernant les 
grandeurs relatives des constantes de vitesse pour les etapes de fixation 
et pour I'etape chimique du mecanisme etudie. Une substitution chimique 
dans la liaison reactive devrait egalement modifier les constantes de 
vitesse pour I'etape chimique. Pourquoi ce type de substitution ne peut-il 
etre utilise pour obtenir le meme type d'information que celle obtenue par 
substitution isotopique des substrats ? Pourquoi la methode depend-elle 
de la substitution isotopique ? 



8> - EFFET5 DE L'ENVIRONNEMENT 

SUR LE5 ENZYMES 



3.1. EFFET DU FH 5UR LE5 CINETIQUE5 ENZYMATIQUE5 

Parmi les nombreux problemes rencontres lors des premieres etudes des cinetiques 
enzymatiques, le plus important etait certainement l'absence de comprehension de 
l'effet de la concentration en ion hydrogene, H + . En solution aqueuse, la concen- 
tration de proton varie entre 1 M et 1 (T 14 M, une gamme extremement large qui est 
communement exprimee a l'aide d'une echelle logarithmique, pH= -log [H + J, 
de maniere a reduire la taille des chiffres manipules. Tous les enzymes sont profon- 
dement influences par le pH, et aucun progres substantiel n'a pu etre realise jusqu'a 
ce que Michaelis et ses collaborateurs fassent du controle du pH une operation de 
routine de toute etude enzymatique serieuse. Le concept de tampon pour controler 
la concentration de proton libre et l'echelle de pH qui permet de l'exprimer, ont ete 
introduits par S0RENSEN (1909), dans une publication demontrant l'importance de 
la concentration de l'ion hydrogene dans les etudes enzymatiques. MICHAELIS, 
cependant, avait deja commence a travailler dans cette direction (voir Michaelis, 
1958) et ce n'est que peu de temps apres qu'apparu le premier papier d'une longue 
serie sur les effets du pH sur les enzymes (MICHAELIS et DAVIDSON, 1911). Bien 
qu'il existe encore certains disaccords concernant 1' interpretation des effets du pH 
sur la cinetique enzymatique, l'importance pratique du pH reste immuable : il est 
impossible d'envisager une etude cinetique sans controle adequat du pH. 

I 

Leonor Michaelis (1875-1949) 

Leonor Michaelis est ne a Berlin. Comme Henri, I'extraordinaire fertilite de son esprit I'a 
conduit a I'excellence dans de multiples domaines. 

Apres avoir passe un an dans le laboratoire de Paul Erlich, il etudie la medecine clinique 
et s'interesse au controle de la concentration de l'ion hydrogene et a son influence sur les 
proprietes des solutions de proteines et d'enzymes. II developpe I'utilisation de I'electrode 
a hydrogene pour mesurer les effets de la concentration en proton sur I'activite des 
enzymes. II realise ces travaux a la meme epoque que le danois Soren S0RENSEN, mais ce 
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dernier publie ses conclusions (1909) plus rapidement que Michaelis et se voit accorder la 
priorite sur ces travaux. Neanmoins, Michaelis demontre que la dependance au pH de la 
catalyse enzymatique ressemble a celle de la dissociation d'un acide faible. II demontre 
egalement que le point isoelectrique des proteines n'est pas uniquement une reference 
dans la variation des proprietes electriques de la proteine mais qu'il correspond 
egalement a un minimum ou a un maximum pour d'autres proprietes comme la solubilite 
ou la viscosite. II developpe une methode d'electrophorese qui permet de determiner le pi. 

Sa mattrise dans ce domaine le conduit a devenir I'un des leaders de I'epoque dans I'etude 
des reactions catalysees par des enzymes. Les quelques annees qui ont precede la 
premiere guerre mondiale ont ete tres productives. Sa fameuse publication realisee avec 
Maud Menten n'etait qu'une parmi les 94 publications, dont 5 livres, qu'il a produites entre 
1910 et 1914. Plusieurs de ses travaux sont regulierement cites et notamment son livre, 
Die Wassertoffionen-konzentration, est a I'epoque un ouvrage de reference sur le pH et 
les tampons. En 1920, il passe trois annees comme professeur de biochimie a Nagoya, au 
Japon et se rend ensuite aux Etats-Unis ou il meurt en 1949. II est reste scientifiquement 
actif jusqu'a sa mort, notamment dans le domaine de I'etude des radicaux libres. 

Cela peut paraitre surprenant que ce soient les enzymologistes qui aient attire 
l'attention sur l'importance de controler la concentration de protons et aient intro- 
duit l'utilisation de tampons. Nous pouvons done nous demander quelles sont les 
proprietes speciales des enzymes qui rendent imperatif de controler le pH alors 
qu'aucun besoin ne s'etait fait sentir dans I'etude deja bien developpee a I'epoque 
de la cinetique chimique. A l'exception de la pepsine et de la phosphatase alcaline, 
les enzymes qui ont ete le plus largement etudies sont actifs en solution aqueuse a 
des valeurs de pH comprises entre 5 et 9. Dans cette gamme, les concentrations de 
proton et d'ion hydroxyde varient dans la gamme de 1(T 5 a 1(T 9 M, qui corres- 
pondent a de tres faibles variations, et qui sont done tres sensibles a la presence 
d'impuretes. Des extraits cellulaires et des preparations brutes d'enzyme sont en 
general, bien tamponnees par les enzymes et par les polyelectrolytes presents sous 
la forme d'impuretes, mais ces tampons naturels sont elimines lorsque les enzymes 
sont purifies et doivent etre remplaces par d'autres tampons. Jusqu'a ce que ce fait 
soit reconnu, peu de progres etait possible. Cette situation contraste avec celle 
rencontree en chimie : peu de reactions sont etudiees en solution aqueuse et parmi 
celles-ci, nombreuses sont celles qui sont etudiees a des valeurs de pH, tres elevees 
ou tres faibles, dans des conditions ou les concentrations de proton ou d'ion 
hydroxyde sont suffisamment elevees pour etre considerees comme constantes. En 
consequence, les premieres etudes de cinetique chimique ont peu souffert du 
manque de comprehension du pH. 

Le type le plus simple d'effet du pH sur les enzymes impliquant un seul groupe 
acide ou un seul groupe basique, n'est pas different du cas general d'inhibition ou 
d'activation hyperbolique qui a ete considere dans le § 5.6.3. Conceptuellement, la 
protonation du groupe basique d'un enzyme est simplement un cas special de 
fixation d'un groupe effecteur sur un site specifique et il n'est des lors nul besoin 
de repeter la resolution des equations pour ce cas simple. Neanmoins, il existe 
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plusieurs differences entre les protons et les autres effecteurs qui rendent utiles 
d'examiner separement la fixation des protons. Premierement, quasiment tous les 
enzymes sont affectes par les protons, de telle sorte que les protons sont des 
effecteurs beaucoup plus importants que n'importe quel autre effecteur. lis sont 
beaucoup plus petits que n'importe quel autre compose chimique et n'ont aucun 
effet sterique ; cela signifie que certains phenomenes, telle l'inhibition non-compe- 
titive pure (§ 5.2.2), sont courants avec les protons alors qu'ils sont particuliere- 
ment rares en general. La concentration de proton peut etre mesuree et controlee 
sur une gamme beaucoup plus grande que celle accessible a tout autre effecteur et 
done nous pouvons nous attendre a observer n'importe quel effet possible. Finale- 
ment, les protons se fixent normalement sur de nombreux sites sur un enzyme, de 
sorte qu'il est souvent insuffisant de considerer la fixation sur un seul site. 

3.2. LE5 PR0PRIETE5 ACIPE-3A5E 
3.2.1. Les ec\u\\\bres d'ionieation 

Dans leurs cours de chimie et de biochimie, les etudiants sont confronted a plusieurs 
definitions des acides et des bases. Pour comprendre les proprietes des enzymes et 
de la plupart des autres molecules biologiques, il est preferable de considerer la 
definition proposee par BR0NSTED (1923) : un acide est une espece ayant tendance 
a perdre un proton, alors qu'une base est une espece ayant tendance a fixer un 
proton. 

Mise a part l'importance preponderate qu'elle accorde au proton, cette definition 
presente l'avantage de se referer a une « espece », et done elle inclut les atomes 
aussi bien que les molecules. Une maniere d'exprimer cette definition est de 
considerer qu'un acide est un donneur de proton sous la forme : 

AH + - A' + H + [8.1] 

quand AH est un acide neutre, ou sous la forme : 

BH + =i=t B + H + [8.2] 

quand BH + est un acide cationique. De la meme maniere, une base est definie 
comme un accepteur de proton. Les formes A~ et B dans les equations [8.1] et [8.2] 
sont des bases et sont generalement designees comme les bases conjuguees de 
1' acide correspondant. 

Pour les reactions biochimiques qui se deroulent en solution aqueuse, il est impor- 
tant de noter que l'eau participe a la reaction de dissociation. En effet en solution 
aqueuse, la reaction decrite par l'equation [8.1] s'ecrit de la maniere suivante pour 
un acide possedant un seul groupe ionisable : 

AH + H 2 =i=t A - + H 3 + [8.3] 
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II s'agit d'une reaction acide-base ou l'acide HA reagit avec une base, H 2 0, pour 
donner la base conjuguee de l'acide, A", et l'acide conjugue de la base, l'ion H 3 + . 
Le proton hydrate, H 3 + , est appele l'ion hydronium. 

La dissociation de l'eau a ete mise en evidence par des mesures de conductivity 
electrique de l'eau pure. L'anglais Henry CAVENDISH, avait remarque que la 
conductivity de l'eau etait fortement augmentee si on dissolvait du sel dans celle-ci. 
Mais, c'est a Svante Arrhenius que nous devons la theorie de la dissociation des 
ions en phase aqueuse et 1' interpretation de ces mesures de conductivity electrique. 
Selon sa theorie, un courant electrique est transmis a travers une solution aqueuse 
parce que les sels se dissocient en ions de charges opposees et se deplacent dans la 
solution, transportant ainsi les charges electriques. Ainsi, une charge electrique est 
transferee a travers une solution parce que les cations sont attires par la cathode et 
se deplace d'une region entourant l'anode vers une region entourant la cathode, et 
de la meme maniere, les anions sont attires par l'anode et se deplacent d'une region 
entourant la cathode vers une region entourant l'anode. Si l'eau pure ne contenait 
pas d'ions, cette conductivity electrique serait nulle. Quand de l'eau, la plus pure 
possible, est preparee par des distillations successives, la conductivity electrique 
approche une valeur limite qui est environ egale a celle d'une solution d'acide 
chlorhydrique lxl(T 7 M. Ainsi l'eau pure ne contient pas simplement des mole- 
cules de H 2 mais elle contient egalement des ions hydronium a une concentration 
de 1 x 1(T 7 moles par litre (a 25 °C) et des ions hydroxyde a la meme concentration. 

L'eau est une molecule amphiprotique, c'est-a-dire une substance capable a la fois 
de donner et d'accepter un proton, qui agit done simultanement comme un acide et 
comme une base. L'eau pure a done la propriety de se dissocier en ions hydronium, 
H 3 + , et hydroxyde, OH (eq. [8.4]). C'est un exemple d'autoprotolyse puisque 
c'est une molecule d'eau qui, agissant comme un acide, fournit un proton a une 
autre molecule d'eau, agissant comme une base qui fixe le proton : 

H 2 + H 2 =i=t H 3 + + HO" [8.4] 

Bien que ce soit l'ion hydronium, H 3 + , qui soit present dans l'eau et qui confere a 
celle-ci ses proprietes acides, il est habituel d'utiliser le symbole H 1 " a la place de 
H 3 + et de parler d'ion hydrogene plutot que d'ion hydronium, une pratique que 
nous suivrons dans la suite de notre manuel. L'activite de l'ion hydrogene joue un 
role central dans de nombreux processus biologiques et sa valeur varie sur une 
large gamme. Cette large gamme de valeurs justifie l'utilisation d'une echelle 
logarithmique, l'echelle de pH. Ainsi plutot que d'utiliser l'activite de l'ion 
hydrogene, il est habituel d'utiliser le pH, qui est definit comme « moins le 
logarithme decimal de l'activite de l'ion hydrogene ». 

pH = -\oga[H + ] [8.5] 

II faut noter que, pour des solutions tres diluees, l'activite peut etre assimilee a la 
concentration et done par souci de simplification, le pH est defini dans la purpart 
des manuels de biochimie en terme de concentration d'ion d'hydrogene : 
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pH = -log [H + ] [8.6] 

Nous suivrons egalement cette pratique en insistant sur le fait qu'il est bon de se 
rappeler dans certaines circonstances que la definition exacte du pH est basee sur 
l'activite. Selon cette definition [8.6], le pH d'une solution contenant 1 mole d'ions 
hydrogene par litre, a un pHde -10 1 c'est-a-dire zero. 

L'equilibre de dissociation de l'eau peut etre caracterise par une constante 
d'equilibre : 

k = LM1HOHH [8 . 7] 

[H 2 0] 

ou [H 2 0] represente la concentration de l'eau dans la solution. Puisque, comme 
nous l'avons deja mentionne ci-dessous, la concentration (l'activite) de l'eau dans 
une solution diluee est quasiment identique a celle de l'eau pure, il est habituel 
d'omettre ce terme dans l'expression des equilibres de dissociation pour des solu- 
tions diluees. Ainsi le produit de la constante K et de [H 2 ] est assimile a une 
constante K w , denommee le produit de dissociation de l'eau et nous pouvons 
reecrire l'equation [8.7] sous la forme : 

Kw = [H + J[OH-J [8.8] 

Cette equation montre qu'a une temperature donnee le produit de la concentration 
d'ion hydrogene et de la concentration d'ion hydroxyde est une constante. La 
valeur de K w est de lxl(T 14 M 2 a 25°C, en accord avec les concentrations de 
1 x 1(T 7 M des ions hydrogene et hydroxyde mesurees dans l'eau pure (voir ci- 
dessus). Une solution neutre contient autant d'ions hydrogene que d'ions hydro- 
xyde, alors qu'une solution legerement acide, contenant 10 fois plus d'ions 
hydrogene qu'une solution neutre, contiendra 10 fois moins d'ions hydroxyde. 

Tout comme la reaction de dissociation de l'eau, la reaction de dissociation d'un 
acide contenant un seul groupe ionisable, est caracterisee par une constante 
d'equilibre. La reaction reversible decrite par l'equation [8.3] est caracterisee par 
une constante de dissociation : 

K = [^ 0+ ][A] 
[HA][H 2 0] 

Si nous considerons uniquement des solutions diluees, l'activite de l'eau est proche 
de celle de l'eau pure dont la valeur est egale a 1. Toutefois, dans la pratique, les 
constantes d'equilibre de dissociation sont exprimees en termes de concentration. 
Cette simplification persiste et l'equilibre de dissociation peut etre exprime en 
terme de constante d'acidite : 

K a = K[H 2 0] = UhOUl^l s 

[HA] [HA] 
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La valeur de la constante d'acidite, K a , est une mesure de l'affmite pour le proton 
des paires acide-base, HA/A" et H 2 0/OH , et donne ainsi une mesure de la force 
d'un acide ou d'une base par rapport a l'eau. Les acides sont classes en fonction de 
cette force relative. Ceux dont la constante de dissociation est inferieure a 1 ne 
s'ionisent que partiellement en solution et sont appeles des acides faibles (K a < 1). 
Ceux dont la constante de dissociation est superieure a 1 sont completement ionises 
en solution (K a > 1). Ainsi, une solution 0,1 M d'un acide fort comme l'acide chlo- 
rhydrique contient 0,1 M d'ion hydrogene. Par contre, une solution d'un acide 
faible, comme l'acide acetique, qui n'est pas completement dissocie, contient une 
concentration d'ion hydrogene plus faible qu'une solution d'acide fort a une con- 
centration identique. 

La force d'une base peut egalement etre estimee par une mesure de sa constante de 
dissociation, K b , mais celle-ci est rarement utilisee. Afm d'homogeneiser les mesures, 
on utilise pour classer les bases, la constante de dissociation de leur acide conjugue : 

K = IM1M11 [8 . n] 

[BH + ] L J 

Les acides et les bases faibles sont celles dont la constante K a est comprise entre 
1 et 10~ 14 M. 

De la meme maniere que le pH est defini a partir de la concentration de proton, 
le pK a d'un acide ou d'une base est defini comme « moins le logarithme decimal de 
la constante de dissociation de l'acide ». 



pK a = -logK a = -log 



[ A-][H+] 
[AH] 



V 



[8.12] 



La relation entre le pH et les concentrations d'un acide et de sa base conjuguee 
presentes dans une solution peut aisement etre obtenue en rearrangeant cette equation : 

logiC. = \og^-j-+\og[H + ] [8.13] 
[AH] 

En se rappelant la definition du pH donnee dans l'equation [8.6], nous obtenons 
l'equation d'HENDERSON-HASSELBALCH, qui donne le pH d'une solution d'acide 
ou de base faible a partir du pK a et des concentrations de la forme acide (AH dans 
l'exemple choisi) et de la forme base [ A~ ] presentent dans la solution : 

pH = pK a + log jjj^j [8.14] 

Cette equation montre que pour un compose ne contenant qu'un seul groupe ioni- 
sable, les concentrations de la forme acide et de la forme base seront identiques 
lorsque le pH sera egal au pK a . La forme de la courbe de titrage presentee dans la 
figure 8.1 qui montre la relation entre le pH et la fraction de forme ionisee de la 
molecule, [A~]/([A~] + [AH]), indique que dans une region correspondant a 
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pH=pK a ±0,5, le pH est relativement insensible a l'addition ou a l'elimination 
d'ions hydrogenes. Ce phenomene est denomme effet tampon et un acide ou une 
base faible a un pH proche de son pK a constitue un tampon. 



pH 14 




0,8 1,0 

[A-]/([A~]+[AH]) 

3.1 - Effet tampon 

La flqure montre la variation du pH en fonction du rapport dee concentrations de ia forme 
base et de ia forme acide d'une molecule portant un seul qroupe ionisable dont le pKa = 4,5 
(trait en pointillee). La zone qriaee a'etendant sur la qamme de pH = pK s ± 0,5, correspond 
a une variation du rapport [A~]/([A~] + [AH]) allant de 0,25 a 0,75. 



&.2.2. les tampons 

Les tampons sont couramment utilises pour maintenir un systeme aqueux a un pH 
constant. En absence de tampon, n'importe quel processus biochimique qui 
consomme ou libere des protons modifie la concentration d'ion hydrogene dans la 
solution et done son pH. Nous avons vu dans le chapitre 3 que 1' ignorance de ce 
phenomene a pose des problemes de reproductibilite aux premiers enzymologistes. 

Afin de simplifier le traitement des equations, il est utile de reduire les deux 
variables [ A' Jet f AH J a une seule variable : 

R = LM11 = [ah ] 

K a [A- J 



[8.15] 



Comme la concentration de protons, la variable R est plus pratiquement representee 
sur une echelle logarithmique. 

pR = -log/? [8.16] 
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Cette echelle correspond a l'echelle de pH avec le point zero deplace a la valeur du 
pK a de l'acide. 

pR = P H-pK a [8.17] 

Le degre de dissociation de l'acide, a, peut etre facilement exprime en fonction de 
cette variable R : 

a = [ -^J- = [8.18] 

[A-J + fAHJ l + R 

Les tampons ont ete de finis par VAN SLYKE (1922) comme des substances qui, par 
leur presence en solution, augmentent la quantite d'acide ou de base qui doit etre 
ajoutee pour provoquer une variation du pH d'une unite. L'efficacite d'un tampon, 
c'est-a-dire sa capacite a resister au changement de pH n'est pas infmie et peut etre 
defmie par le pouvoir tampon molaire, soit a partir de a, soit a partir de R : 

B = [8.19a] 
dpH 

B = d(R + \)- 1 = d(R + l)- 1 dR = -1 dR , 8 19b] 

dpH dR dpH (R + \) 2 dpH 



En utilisant la derivation suivante : 

dR 



dpH 



= -tflnlO [8.20] 



le pouvoir tampon molaire d'un acide ou d'une base simple est donne par 
1' equation suivante : 

B = ^-rlnlO [8.21] 

(R + l) 2 

Cette fonction B (equation [8.21]) a un maximum a R=\ dont la valeur est 
donnee par : 

Bmax = [8.22] 

II est done possible de definir le pouvoir tampon molaire relatif, b, en divisant 
l'equation [8.21] parl'equation [8.22] : 

b = 4R - [8.23] 
(R + l) 2 

La forme de cette fonction est representee dans la figure 8.2. Elle a une valeur 
maximale de 1 apR = et diminue symetriquement de part et d'autre. 
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3.2.3. Lee proprietee acide-baee dee protemee 

Dans la definition des acides et des bases (voir § 8.2), BR0NSTED utilise le terme 
« espece », qui inclut les ions aussi bien que les molecules. Malheureusement, les 
biochimistes ont, par convention, classe les groupes ionisables rencontres dans les 
proteines en fonction des proprietes des acides amines dans leur etat completement 
non-charge. Ainsi, l'aspartate et le glutamate, qui sont largement responsables des 
proprietes basiques des proteines dans des conditions physiologiques, sont commu- 
nement classes comme des « acides ». Parmi les acides amines dits basiques, 
l'histidine peut agir comme un acide ou comme une base dans des conditions 
physiologiques, la lysine agit principalement comme un acide et l'arginine est 
quasiment sans importance dans la definition des proprietes acide-base des 
proteines, puisqu'elle ne perd son proton qu'a des valeurs de pH, superieures a 12. 
D'un autre cote, deux des acides amines generalement classes comme neutres, la 
cysteine et la tyrosine, contribuent de maniere significative aux proprietes acide- 
base des proteines. Si le but de la terminologie standard etait de compliquer les 
discussions de ces proprietes, un meilleur resultat n'aurait pas pu etre obtenu. Bien 
que nous ne proposions pas de modifier 1' appellation communement utilisee de ces 
groupements, il est bon de garder ce point en memoire lorsque nous nous inte- 
ressons aux mecanismes catalytiques des enzymes. A cet usage, nous proposons 
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dans la figure 8.3 une tentative de classification plus rationnelle, qui n'a quasiment 
rien de comrnun avec celle qui est generalement rencontree dans les manuels de 
biochimie et qui est basee sur la definition de BR0NSTED. 



A5_ 



C-terminal (carboxylate) 
Z> Aspartate (carboxylate) 
^> Glutamate (carboxylate) 

Histidine (imidazole) 



6,3 



N-terminal (ammonium) <Z_ 
Cysteine (thiol) 



7,5 



8,3 



Tyrosine (phenol) 9,6 
Lysine (ammonium) <dl^_ 
Arginine (guanidinium) 



10,4 



> 12 



) Basique 

Principalement basique 
Prineipalement acide 

) Acide 

' Aucun (voir texte) 



i i i i i i i i i i i i i 

1 3 5 7 9 11 



13 pH 

3.3 - Groupee ionleablee dane une protelne 

Quelques-uns des groupes inclus dans la figure 8.3 comme le groupe carboxylique 
C-terminal ou le groupe e-amine de la lysine, ont des valeurs de pK a si eloignees 
de 7 qu'il semble improbable que ces groupes contribuent aux proprietes catalyti- 
ques des enzymes. Neanmoins, les valeurs de pK a donnees dans la table sont des 
valeurs moyennes pour des groupes se trouvant dans un environnement typique, 
mais ces valeurs peuvent varier enormement par rapport aux valeurs de pK a de 
groupes individuels dans des environnements particuliers, comme ceux rencontres 
dans les sites actifs de certains enzymes. Les valeurs de pK a de ces groupes peuvent 
etre « perturbees ». Un exemple frappant est celui de la pepsine, qui a un point 
isoelectrique de 1,4. Puisque cet enzyme renferme quatre groupes qui sont charges 
positivement a pH acide, il doit y avoir au moins quatre groupes avec des valeurs 
de pK a bien inferieures a celles communement rencontrees pour des groupes 
carboxyliques. Bien que l'enzyme renferme une serine phosphorylee, celle-ci ne 
peut expliquer qu'en partie la faible valeur du point isoelectrique et il doit y avoir 
au moins trois groupes carboxyliques perturbes. Une explication possible repose 
sur l'idee que si deux groupes acides sont places a proximite l'un de l'autre, l'etat 
une fois protone de cet ensemble de deux groupes devrait etre beaucoup plus stable 
que les etats deux fois protones et deux fois deprotones. 

Comme nous venons de le voir, une proteine contient en general un nombre 
important d'acides amines acides et basiques. Puisque ces acides amines ont la 
capacite de s'ioniser, les proteines sont considerees comme des polyelectrolytes, 
c'est-a-dire que se sont des molecules qui contiennent un tres grand nombre de 
groupes ionisables, acides et bases. Le titrage de ces molecules est plus 
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complexes que celui d'acides a un seul groupe ionisable, car les pK a des groupes 
acides-bases ne sont generalement pas independants. La charge ionique qui 
resulte de la dissociation d'un proton influence la dissociation ulterieure des 
autres protons, modifiant ainsi la valeur du pK a de ces groupes. Experimen- 
talement, le titrage de ces macro molecules permet d'obtenir une courbe donnant 
le nombre de protons fixes sur la macromolecule, en fonction du pH de la 
solution, en prenant comme point de reference (pH=0) l'etat de la macro- 
molecule dans lequel le nombre de protons fixes correspond au nombre 
maximum de protons qui peut etre fixe (figure 8.4). 

I? 40 r 




2 4 6 8 10 12 pH 

3.4 - Courbe de titrage d'une protelne 

La valeur de 1) represente \a charqe nette de \a protelne qui depend du nombre de protons 
fixes. Le pH pour lequel la charge nette est eqale a zero correspond au point Isoelectrlque 
de la protelne. La courbe a ete calculee pour une protelne contenant 7 Asp, 14 Glu, 
1 C-terminal, 12 His, 5 Tyr, 19 Lys, 4 Arq, et 1 N-terminal en utilisant les valeurs typiques de 
pl\ a pour les differents acldes amines qui sont presentees dans la flqure 3.3. 

&.2A. Analyse sur la base des constantes de dissociation des groupes 

L' interpretation de ces courbes peut neanmoins s'averer complexe. Considerons 
par exemple, le titrage d'une substance simple contenant deux fonctions acide- 
base, comme la glycine. Les deux sites de fixation des protons ne sont pas equi- 
valents, puisqu'il s'agit d'une part d'une fonction acide carboxylique et d'autre part 
d'une fonction amide. L'effet du pH sur l'activite de nombreux enzymes peut, en 
premiere approximation, etre interprete en terme d'un modele simple, introduit par 
Michaelis (1926), dans lequel seulement deux groupes ionisables sont consideres 
comme dans le cas de la glycine. Dans ce cas, l'enzyme est represente comme un 
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di-acide, HEH, avec deux groupes differents, comme presente dans la figure 8.5. Si 
les sites de fixation ne sont pas independants, les 4 constantes de dissociation dans 

la figure 8.5 sont toutes dif- 
K. y /y "^nJ^22 ferentes les unes des autres. 



HEH 




HE-+H+ 




E 2 "+2H + 

3.5 - Dissociation d'un acide amine ou d'un 
enzyme possedant deux groupes ionisables 



En utilisant les constantes de dissociation telles qu'elles sont definies dans la 
figure 8.5, les concentrations des differentes formes de l'enzyme peuvent etre 
determinees en fonction du pH. 



[EH] = [HEH J 



[HE] = [HEH] 



[H + ] 
[H + ] 



[E 2 -] = [HEH] 



K n K 22 
[H+] 2 



= [HEH] 



[H + ] 2 



[8.24a] 



[8.24b] 



[8.24c] 



Deux points sont notables lorsque nous considerons ces relations. Premierement, 
bien que K n et K 2l defmissent la dissociation d'un proton a partir du meme groupe, 
EH~ porte une charge negative supplementaire par rapport a HEH et done il est 
moins acide, e'est-a-dire que K n > K 2l ; pour la meme raison, K u > K 22 . Deuxieme- 
ment, la concentration de E 2 ~ est la meme, qu'elle soit defmie a partir de la voie 
passant par EH~ ou de celle passant par HE" ; les deux expressions exprimant 
[ E 2 ~ ] dans l'equation [8.24c] sont equivalentes, e'est-a-dire que K n K 22 = K l2 K 2l . 

La constante d'equilibre pour la dissociation de deux protons est donnee par le pro- 
duit des constantes de dissociation et doit done etre independante du chemin suivi. 
II en decoule qu'il n'y a que trois constantes independantes puisque la connais- 
sance de trois de ces constantes fournit automatiquement la valeur de la quatrieme. 



Si la concentration totale d' acide est donnee par : 

[E] = [HEH ] + [ EH~ ] + [HE~ ] + [ E 2 ~ ] 

[Eh 



alors 



[HEH] = 



j , + K l2 K x l K 22 



[8.25] 
[8.26a] 



[H + ] [H + ] 2 



[Eh 



[EH] = 



[H + ] 



j , K n + K l2 K U K 22 



[8.26b] 



[H + ] [H + ] 2 
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[HE] = [8.26c] 

^ | K n + K n K n K 22 

[H + J [H + ] 2 

[E 2 ~ ] = [8.26d] 

Y | ^11 + ^12 ! K U K 22 

[H + J [H + ] 2 

Ces quatre expressions montrent comment les concentrations des differentes especes 
varient avec la concentration de protons libres et done avec le pH ; un ensemble 
typique de courbes est presente dans la figure 8.6, pour des valeurs arbitraires de 
constantes de dissociation. 




3.2.5. Analyse sur la base des constantes de dissociation moleculalres 

Dans une experience reelle, il est impossible de defmir les courbes aussi preci- 
sement que celles de la figure 8.5, parce qu'il n'est pas possible d'estimer la valeur 
des quatre constantes de dissociation. La raison de cette impossibility reside dans le 
fait que le rapport [ EH~ ] / [HE~ ] = K n /K l2 est une constante et est done inde- 
pendant de [H + J . Ainsi, aucune variation de [H + ] ne produira un changement 
de [EH~ ] qui ne sera pas accompagne d'un changement proportionnel de [HE~ ] . 
II est par consequent impossible de savoir qu'elles sont les contributions 
respectives de EHT et de HE" a une propriete mesuree. 
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Pratiquement, nous devons done traiter EH et HE comme une seule espece, dont 
la concentration est donnee par : 

r 77 7 ^11 + K x2 

[EH] + [HE~] = 1 J 



Y | ^11 + ^12 ! K n K 22 

[H + ] [H + ] 2 [8.27] 



[Eh 



o 



[H + ] _ + J + _ ^11^22 



K n + K 12 (K n + K l2 )[H + J 
Cette equation peut etre ecrite sous la forme : 

[EHJ+fHEJ = rzj+ J EJo ~ [8.28] 

K, [H + J 
si deux nouvelles constantes, K l et K 2 , sont defmies comme suit : 
K - K ([EH-] + [HE-])[H + ] 

Kl ~ Kn+Kn ~ Jh^Tj [829] 

_ K n K 22 _ K 22 K 2l _ [E 2 ~ ][H + ] [8 301 

2 K u + K u K 22 + K 2X [EHJ + fHEJ 

Ces constantes sont appelees les constantes de dissociation moleculaires , pour les 
distinguer des constantes microscopiques de dissociation de chacun des groupes, 
K u , K 12 , K 2l et K 22 . Elles presentent l'avantage pratique de pouvoir etre mesurees, 
alors que les constantes microscopiques ne le sont pas. 

Des expressions pour [HEHJet pour [E 2 ~] peuvent egalement etre ecrites en 
terme de constantes moleculaires de dissociation : 

[HEHJ = [E]a [8.31] 

A] A;A2 



1 + ^^ + 

[H + ] [H + J 



2 



[E 2 -J = [8.32] 

/// / /// • / 



+ ^-^- + 1 
K X K 2 K 2 

3.2.6. les fonctions pH de Michaeus 

Les equations [8.28], [8.31] et [8.32] expriment les concentrations des differentes 
formes ioniques de l'enzyme en fonction de la concentration totale d'enzyme, 
[EJ . Les denominateurs de ces equations sont des fonctions ne dependant que de 
la concentration en proton libre et des constantes moleculaires K t et K 2 , qui sont 
appelees les fonctions pH de Michaeus : 
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[HEH] 



= [Eh 
f 



[HE] + [EH] = 



[Eh 

f- 



[E 2 -] = 



[EJ 

f 2 - 



[8.33a] 
[8.33b] 
[8.33c] 



ou les fonctions de Michaelis, f,f et / 2 , sont donnees par les expressions 
suivantes : 



/ = 1 + -^ + ^?- 
[H + ] [H + ] 2 



K, [H + J 

f2 - = l+ [Hii + mif 



[8.34a] 
[8.34b] 
[8.34c] 



1^2 



3.2.7. Lee courbes en cloche 



Nous allons a present examiner en details l'equation [8.28] parce que de nombreux 
enzymes se caracterisent par un profil d'activite en fonction du pH qui a la forme 
d'une courbe en cloche. Les courbes representant les concentrations relatives des 
especes HE~ et EETont cette forme caracteristique (fig. 8.6). La figure 8.7 repre- 
sente un ensemble de courbes en cloche pour differentes valeurs de (pK 2 -pK\). 




12 pH 



3.7 - Courbes en cloche 

Lee courbee ont Ste ca\cu\eee a partir de l'equation [3.23] avec pK, = 6,0 et pK z allant de 
5,0 a 11,0. Les chlffree indiquee dane \a flqure repreeentent lee valeure de pK z -pl\ l la 
quantite qui determine la forme de cette courbe. (Notons que le plateau aux alentours du 
maximum est plus aplati pour les differences de pK a les plus importantes). 
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Notons que les formes de ces courbes ne sont pas toutes identiques : le maximum 
forme un plateau lorsque la valeur de (pK 2 -pK { ) augmente, alors que le profil 
ressemble a un V inverse lorsque cette valeur diminue ou devient negative. La 
valeur du maximum est inferieure a 1 sauf si la valeur de (pK 2 -pK\) est superieure 
a 3. En consequence, les valeurs de pH pour lesquelles [ EH~ ] + [HE~ ] prend 
une valeur equivalant a la moitie de sa valeur maximale ne correspondent pas a pK l 
et pK 2 . La relation entre la largeur a mi-hauteur de la courbe et la valeur de 
(pK 2 -pK 1 ) est donnee dans le tableau 8.1. Ce tableau permet de convertir les 
mesures du pH pour lesquelles la valeur de l'ordonnee est egale a la moitie de sa 
hauteur maximale en valeurs de pK a moleculaire. Neanmoins, meme si les valeurs 
de pK x et pK 2 sont estimees correctement, les valeurs des constantes individuelles 
de dissociation restent indeterminees, sauf si des arguments de plausibilite sont 
invoques, qui impliquent des hypotheses inverifiables (DIXON, 1976) 

Tableau 3.1 - Relation entre la largeur a mi-hauteur et la valeur de pK 2 - pK, 
pour des profile de pH ayant des formes de courbe en cloche 

La methode la plus pratique pour calculer la difference de pK a a partir de \a largeur a mi- 
hauteur eet celle suqqeree par Dixoh (1979) : elle def'mlt la largeur a mi-hauteur comme 
2 loq cj ; alors pK z - pK, = 2 loq (q - 4 + 1100. 



largeur a 
mi-hauteur 


pK 2 - pK, 


Largeur a 
mi-hauteur 


pK 2 -pK, 


Largeur a 
mi-hauteur 


pK 2 - pK, 


1,14* 


— oo 


2,1 


1,73 


3,1 


3,00 


1,2 


-1,27 


2,2 


1,88 


3,2 


3,11 


1,3 


-0,32 


2,3 


2,02 


3,3 


3,22 


1,4 


0,17 


2,4 


2,15 


3,4 


3,33 


1,5 


0,51 


2,5 


2,28 


3,5 


3,44 


1,6 


0,78 


2,6 


2,41 


3,6 


3,54 


1,7 


1,02 


2,7 


2,53 


3,7 


3,65 


1,8 


1,22 


2,8 


2,65 


3,8 


3,76 


1,9 


1,39 


2,9 


2,77 


3,9 


3,86 


2,0 


1,57 


3,0 


2,88 


4,0** 


3,96 



* La larqeur a mi-hauteur de la courbe deflnle par l'e<\uatlon [8.28] ne peut pae etre 
Inferieure a 1,14. 

** Lorsque la largeur a mi-hauteur est superieure a 4, la difference de plv, ne dlffere pas de 
cette larqeur par plus de 1%. 



Bien que le tableau 8.1 autorise des valeurs negatives de (pK 2 -pK x ), celles-ci sont 
seulement possibles si la liberation des protons est cooperative, c'est-a-dire si la 
perte d'un proton par un groupe augmente la tendance de l'autre groupe a perdre 
son proton. Ce comportement n'est pas impossible, mais pour des raisons electro- 
statiques celui-ci est improbable. En realite, la plus petite valeur que (pK 2 -pK x ) 
puisse prendre sans impliquer de cooperativite est +0,6, qui correspond a une 
largeur a mi-hauteur de 1,53. En pratique done, des courbes en cloche plus abruptes 
que cela sont tres rares. 
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8.3. L'EFFET DU Phi SUR LE5 C0N5TANTE5 
CINETIQUE5 ENZYMATIQUE5 



3.5.1. Hypotheses sous-jacentes 

Les courbes d'activite en cloche qui sont souvent observees pour les parametres 
enzymatiques V et V / K m peuvent etre expliquees par une simple extension de la 
theorie de l'ionisation d'un acide dibasique (le traitement du K m est plus com 
plexe, comme nous le verrons). Le mecanisme fondamental est presente dans la 
figure 8.8. L'enzyme libre est encore traite comme un acide dibasique, H 2 E, avec 
deux constantes de dissociation, K El et K E2 , et le complexe enzyme substrat H 2 EA 
se dissocie de maniere similaire, impliquant egalement deux constantes de 
dissociation, K EM et K EA2 . Uniquement le complexe ionise une fois, HEA est capa- 
ble de reagir pour former les produits. Comme nous allons a partir de maintenant 
travailler uniquement avec des constantes de dissociation moleculaire, il n'est plus 
necessaire de faire la distinction entre les deux formes possibles d'enzyme ionise 
une fois, c'est-a-dire que HE fait reference aux deux especes qui sont representees 
par HE" et EfL dans la figure 8.5 et dans les equations precedentes. II en va de 
meme pour le complexe enzyme-substrat HEA ". 



A + H 2 E 



H 2 EA 



t 

A + HE 



EA\ 



HEA" 



HE- + P 



K E2 



K-EA2 



A + E 2 " 



EA 2 " 



3.3 - Enzyme avec deux Qroupee ionisabiee 

Seu\ee lee eepecee dleeocleee une fois sont supposees disposer d'une activite cataiytic[ue. 

Avant de continuer, nous souhaitons faire remarquer au lecteur que le schema de la 
figure 8.8 comprend plusieurs suppositions implicites qui peuvent constituer des 
simplifications. Premierement, l'omission de l'etape de fixation du substrat pour 
H 2 E et E 2 ~ implique que les etapes de fixation de protons sont des culs-de-sac, de 
sorte qu'elles peuvent etre traitees comme des equilibres (§ 6.3.5). Neanmoins, 
dans la plupart des cas, il n'existe aucune justification reelle pour supposer que le 
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substrat ne puisse pas se fixer directement sur differentes formes ioniques de 
l'enzyme et done l'hypothese est faite dans le but de simplifier le systeme plutot 
que de representer la realite. Si ces etapes sont incluses dans le mecanisme, les 
etapes de fixation des protons ne sont pas des culs-de-sac et elles ne peuvent etre 
traitees comme des equilibres que si elles sont supposees tres rapides par rapport 
aux autres etapes de la reaction. Cela constitue une hypothese raisonnable, a la 
simple vue de la nature de la reaction, mais qui n'est pas toujours vrai, en 
particulier si la reaction de fixation de protons implique un changement obligatoire 
de conformation de la proteine. 

Deuxiemement, le schema de la figure 8.8 implique aussi que la reaction cata- 
lytique comprend uniquement deux etapes, comme dans le mecanisme simple de 
Michaelis et Menten. Si nous postulons l'existence de plusieurs etapes, ou 
chaque intermediate est capable de fixer ou de liberer des protons, la forme de 
l'equation de vitesse n'est pas affectee, mais 1' interpretation des resultats expe- 
rimentaux devient plus compliquee puisque chaque constante de dissociation 
mesuree experimentalement est la moyenne des valeurs pour les differents inter- 
mediaries, ponderee en faveur des formes predominates (comparez avec l'effet de 
l'introduction d'une etape supplemental dans le mecanisme simple de 
Michaelis et Menten, § 3.6). 

Finalement, il n'est pas toujours vrai que seul le complexe HEA~ puisse catalyser la 
reaction chimique et donner les produits, mais e'est une supposition vraisemblable 
pour de nombreux enzymes puisque l'activite de la plupart des enzymes tend vers 
zero pour des valeurs extremes de pH. 

8.3.2. la dependance au pH dee parametres V et VIK m 

Si nous considerons que le schema de la figure 8.8 est une representation satisfai- 
sante d'un mecanisme reel, nous pouvons etablir les equations de vitesse qui en 
decoulent. S'il n'y a pas d'etape d'ionisation et que HE" et HEA~ sont les seules 
formes de l'enzyme, le mecanisme correspond a un mecanisme ordinaire de 
Michaelis et Menten, caracterise par l'equation de vitesse : 



dans laquelle V = k 2 [E] et K m =(k_ l + k 2 )/k 1 sont des parametres independants 
du pH. Dans le modele de la figure 8.8, cependant, l'enzyme libre n'existe pas 
uniquement sous la forme HE" et le complexe enzyme-substrat n'existe pas 
uniquement sous la forme HEA ". L'equation complete de vitesse a la meme forme 
que celle de l'equation [8.14], e'est-a-dire : 



v = hLlMAl = /f A J 



[8.35] 



VfAJ 
v = — — 



[8.36] 



K m +[A] 
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mais les parametres V et K m ne sont pas equivalent a V et K m ; au contraire, ces 
parametres sont des fonctions de la concentration en proton, [H + J . 

La derivation de l'equation de vitesse peut etre effectuee dans le cas de l'hypothese 
d'un etat stationnaire en utilisant la procedure decrite dans le § 3.3.2. Cette procedure 
est toutefois facilitee par l'utilisation des fonctions pH de MlCHAELIS. Ainsi, dans le 
cas du modele [8.8], l'equation de conservation de l'enzyme (equation [3.25]) s'ecrit 
de la maniere suivante : 

[E] = [H 2 EJ + [HE-J + [E 2 -J + [H 2 EAJ + [HEA-J + [EA 2 -J [8.37] 

Cette forme contient six termes de concentrations, mais en utilisant les fonctions pH 
de MlCHAELIS [8.34b], nous pouvons l'ecrire plus simplement sous la forme 
suivante : 

[E], = [HE-]f E +[HEA-]f EA [8.38] 

ou f£ et f£ A representent respectivement les fonctions pH de MlCHAELIS corres- 
pondant a l'equation [8.34b] pour l'enzyme libre et pour le complexe enzyme- 
substrat. 

f '- = l+u £r + w] [839aI 

K EA\ L H J 

En utilisant, l'hypothese d'un etat stationnaire (equation [3.27]) : 

d[HEAr] = k 2 [HE-J[AJ-(k_ l + k 2 )[HEA-J = [8.40] 
at 

nous obtenons une expression reliant [HE~ Jet [HEA~ ] (equation [3.29]) : 

[HEA-J = kl J HE-JfAJ [8.41] 

et nous pouvons reecrire l'equation de conservation de E (equation [8.38]) sous la 
forme suivante : 



[E], = [HE] 



f£ + [A ]f EA 

y jE (k_ 1+ k 2 ) 1 JJEA J 



[8.42] 



Nous obtenons une expression simple reliant la concentration de la forme libre de 
l'enzyme a la concentration totale d'enzyme, qui peut s'ecrire sous une forme 
similaire a l'equation [3.31] : 

[HE] = L*±L [8 . 43] 

ou D = f E - + - kl [A]f EA [8.44] 

(k_ x + k 2 ) 
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En appliquant la suite de la procedure decrite dans le § 3.3.2, nous obtenons une 
equation de vitesse qui a la meme forme que celle de l'equation [3.33] : 

= k 2 - \ fE J° [A] = ; l kl[Eh [8.45] 

-f£ + f£i[A] 



k_ x + k 2 D k-i + k 2 



h 

En utilisant les expressions pour les parametres V et K m donnees ci-dessus, nous 
obtenons des expressions pour V et V / K m qui ont une forme similaire a celle des 
equations [8.28] et [8.33b] : 

V = — = j v [8.46] 

f£i L [H + ] | 

v K E A\ [H + ] 
V V 

V _ K m _ K m 



K m f£ ( l | [H + ] | K E2 



K El [H + ] 



[8.47] 



II faut noter que le comportement vis-a-vis du pH de Freflete l'ionisation du com- 
plexe enzyme-substrat, alors que celui de V/K m reflete l'ionisation de l'enzyme 
libre (ou du substrat libre, voir § 8.4). Quel que soit le cas, la dependance au pH suit 
une courbe en cloche du type de celle dont nous avons discute dans le § precedent. 

(9.3.3. Lee parametree mdependants du pH et 

leur relation avec les parametres « apparents » 

La relation entre les parametres reels et les parametres independants du pH qui 
viennent d'etre introduits est similaire a celle qui relie les valeurs reelles et les 
valeurs attendues que nous avons considerees dans le traitement de la fixation non- 
productive (§ 5.8.1) ; mais elle est egalement similaire a la distinction faites entre 
valeurs apparentes et reelles (respectivement) dans de nombreux contextes. Ceci 
peut sembler inconsistant : pourquoi disons-nous que les valeurs reelles des para- 
metres de MlCHAELIS et MENTEN dans une experience d'inhibition sont celles qui 
s'appliquent en absence d'inhibiteur, alors que dans une etude de la dependance au 
pH, ce sont les valeurs qui s'appliquent a un pH parti culier ? 

II serait raisonnable d'esperer une plus grande consistance dans ces appellations, 
mais cela creerait plus de problemes que d'en resoudre et, comme dans d'autres 
domaines, il est preferable de sacrifier la consistance au pragmatisme. En thermo- 
dynamique, par exemple, nous defmissons l'etat standard de la plupart des especes 
en solution a une concentration de 1 M, mais nous faisons une exception pour le 
solvant en fixant sa concentration standard egale a la concentration a laquelle il se 
trouve ; en biochimie, mais pas en chimie, nous etendons ces considerations au 
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proton, en admettant que les constantes d'equilibre et les variations standards 
d'energie de GlBBS ont beaucoup plus de sens lorsqu'elles sont definies pour un 
etat standard a pH 7 (pour une discussion plus detaillee de ce point, voir Alberty 

et CORNISH-BOWDEN, 1993.) 

En appliquant cette idee a la dependance au pH des parametres de Michaelis et 
MENTEN, nous rencontrons une difference importante entre le proton et les autres 
inhibiteurs. Pour la plupart des inhibiteurs, il est parfaitement possible d'etudier la 
reaction en absence de l'inhibiteur, et parfaitement raisonnable, done, de defmir les 
parametres reels comme ceux qui s'appliquent dans ce cas. II n'est pas possible, 
par contre, d'observer une reaction catalysee par un enzyme en absence de protons, 
et le fait que les protons activent les enzymes aussi bien qu'ils ne les inhibent (alors 
que les autres effecteurs de l'activite enzymatique inhibent plus souvent qu'ils 
n'activent) signifie que nous ne pouvons meme pas determiner le comportement en 
absence de proton par extrapolation. Finalement, en biochimie, toutes les distinc- 
tions entre constantes et variables sont plutot des questions de pragmatisme que des 
lois imposees par la nature et a l'exception de quelques constantes physiques 
fondamentales, cette remarque s'applique pour la plupart des « constantes » en 
science : meme en chimie-physique, la temperature par exemple, ne fait pas partie 
de la definition d'un etat standard et done les « constantes » d'equilibre varient 
avec la temperature. 

8>.3A. La dependance au pH de K m 

La variation de K m avec le pH est plus complexe que celle des autres parametres, 
puisque sa valeur depend des quatre valeurs de pKa : 



Neanmoins, il est possible en principe d'obtenir les 4 valeurs de pK a en portant en 
graphique log K m en fonction du pH et en appliquant la theorie developpee par 
DIXON (1953a). Pour comprendre ce graphique, il est preferable de considerer 
K m comme V divise par V / K m , e'est-a-dire de considerer \o%K m comme 
logF - \o%{V I K m ). Ainsi, une analyse de la maniere dont log V et \og(V / K m ) 
varient avec le pH permet de comprendre naturellement la maniere dont le K m 
varie avec le pH. II apparait clairement que, pour des concentrations elevees de 
proton (valeurs faibles de pH), l'equation [8.46] se simplifie pour donner 
V = V K EAl / [H + J et que pour des concentrations faibles (valeurs elevees de pH), 
elle se simplifie pour donner V = V [H + J / K EA2 . Si les valeurs de K EAl et de K EA1 
sont significativement differentes l'une de l'autre, il existe egalement une region 




[8.48] 
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intermediaire dans laquelle V ~V . II s'ensuit que le graphique de log Vm fonction 
du pH devrait avoir la forme presentee dans la partie superieure de la figure 8.9, 
correspondant approximativement a trois segments lineaires se coupant a 
pH=pK EM et pH=pK EA2 . Le comportement de V / ' K m presente dans la partie 
centrale de la figure 8.9 est similaire, excepte que les intersections sont localisees a 
pH=pK El et a pH=pK E2 . En depit de la complexity de l'equation [8.18], le 
graphique de log K„, en fonction du pH s'obtient simplement par soustraction, et sa 
forme est representee dans la partie inferieure de la meme figure 8.9. 




\og(VIK m ) 



pK E \ 



log(tf m ) 



PK-EA\ 



PK E 2 



PK E A2 



pK E \ 



pH 



pK E 2 



pH 

3.9 - Interpretation dee profile de pH en accord avec la theorie de Dixon (1953a) 

Bien que lee qraphlquee du loqarlthme de n'importe lec\uel dee parametree c'metlc[uee donne 
toujoure dee courbee lleeee, comme le montre lee courbee en polntlllee, ellee peuvent etre 
utilement interpreteee comme el ellee etalent conetltueee de eeqmente de droltee. 
(a) Dee varlatlone de la pente du graphique de loq V en fonction du pH refletent dee ioni- 
eatione dane le complexe enzyme-eubetrat ; (b) dee varlatlone de la pente du graphique de 
loq (V/K m ) en fonction du phi refletent dee lonleatlone dane I'enzyme libre ; (c) en prlnclpe 
toutee lee lonleatlone affectent K m d'une manlere qui eet le plue facllement ratlonalleee en 
conelderant le qraphlque de loq Km comme le qraphlque de loq V - loq( V/I\ m ). 
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Le graphique correspond approximativement a une serie de segments de droite, 
chacun ayant une pente de + 1, ou - 1 (des pentes de + 2 et de - 2 sont egalement 
possibles, bien que Ton n'en trouve pas dans la figure 8.9). En suivant ces 
segments de droite a gauche sur le graphique, chaque augmentation de pente 
indique le pK a d'un groupe dans l'enzyme libre, soit pK El ou pK E2 , et chaque 
diminution indique le pK a d'un groupe dans le complexe enzyme-substrat, soit 
pK EAX oupK EA2 . 

Les graphiques presentes dans la figure 8.9 sont idealises, dans le sens ou les 
valeurs de pK a sont bien separees les unes des autres (par au moins une unite de 
pH) et ou les donnees couvrent une gamme suffisamment large de pH pour que les 
quatre changements de pente soient facilement observables. Dans une experience 
reelle, il serait inhabituel d' avoir des donnees precises sur une gamme suffisam- 
ment large pour estimer les quatre valeurs de pK a . Toutefois, 1' interpretation d'un 
changement de pente reste valable meme si seulement une partie du graphique est 
disponible. 

3.3.5. Preparation des experiences 

Afin de fournir des informations significatives sur le mecanisme reactionnel, les 
courbes de dependance au pH devraient faire reference aux parametres de 1' equa- 
tion de MlCHAELIS et MENTEN ou d'une autre equation qui decrit le comportement 
a chaque pH. (Mieux encore, elles devraient faire reference a des etapes indivi- 
duelles identifies dans le mecanisme, bien que cela ne soit pas souvent realisable). 
En d'autres termes, une serie de vitesses initiales devrait etre mesuree pour chaque 
valeur de pH, telle que V et V/K m puissent etre determinees pour chaque valeur de 
pH. La dependance de v au pH n'a que peu de valeur a cause des effets compen- 
satoires sur V et sur V j K m qui peuvent rendre trompeuses toutes les valeurs de pK a 
obtenues a partir de ces mesures. Ainsi, les mesures des effets du pH devraient 
suivre les memes principes que les mesures des effets sur l'enzyme de la variation 
de n'importe quel parametre environnemental, comme la temperature, la force 
ionique, les concentrations d'inhibiteur et d'activateur... 

La caracterisation preliminaire du comportement d'un enzyme en fonction du pH 
est parfois realisee d'une maniere qui est encore moins utile que celle qui consiste a 
mesurer la variation de v avec le pH, en mesurant l'avancement de la reaction apres 
un temps fixe en fonction du pH. Fort heureusement il est de plus en plus rare de 
trouver des resultats publies sous cette forme, mais dans la litterature ancienne, des 
informations potentiellement interessantes sont rendues totalement inutilisables a 
cause d'une telle pratique experimentale (voir INOUYE et al, 1966). Au mieux, une 
mesure de l'avancement de la reaction a un temps fixe, peut donner une indication 
de la vitesse initiale, mais cette estimation risque d'etre compliquee par la variation 
de la courbure (quelle qu'en soit la cause, par exemple l'inactivation de l'enzyme) 
entre les differentes experiences. 
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8.4. I0NI5ATI0N DU 5U35TRAT 

De nombreux substrats s'ionisent dans la gamme de pH utilisee pour les expe- 
riences de cinetique. Si le substrat s'ionise, il est necessaire de se demander si les 
valeurs observees de pK a se rapportent a des groupes de 1' enzyme ou du substrat. 
La theorie de ce cas, est la meme que pour l'ionisation de l'enzyme et la theorie 
presentee ci-dessus doit seulement etre legerement modifiee. La dependance de V 
au pH, et la diminution de la pente des graphiques de log K m en fonction du pH, se 
rapportent toujours au complexe enzyme-substrat ; mais la dependance de V/K m 
au pH, et les augmentations de la pente dans les graphiques de log K m en fonction 
du pH peuvent se rapporter soit a l'enzyme libre, soit au substrat libre. Dans 
certains cas, il est possible de choisir parmi ces deux interpretations en utilisant un 
substrat qui ne s'ionise pas. Par exemple (figure 8.10a), la dependance de k cat / K m 
au pH pour l'hydrolyse de l'acetyl-L-phenylalanine-L-phenylalanylglycine cata- 
lysee par la pepsine se caracterise par des valeurs de pK a de 1,1 et de 3,5, parmi 
lesquelles la derniere pourrait etre attribuee a un groupe du substrat. Cette inter- 
pretation a ete confirmee en considerant un substrat qui ne s'ionise pas, l'acetyl-L- 
phenylalanine-L-phenylalaninamide : la dependance au pH de la reaction avec ce 
dernier se caracterise par une valeur de pK a l essentiellement identique, de 1,05, 
mais par une seconde valeur de pK a2 plus elevee, de 4,75 (figure 8.10b), qui se 
rapporte probablement a l'ionisation d'un groupe de l'enzyme. 

3.5. EFFET5 COMPLEXES DU PH 

Une des raisons principales des etudes de dependance au pH est de mesurer les 
valeurs de pK a et a partir de la, de deduire la nature chimique des groupes de l'en- 
zyme qui participent a la catalyse. Bien que cette pratique soit largement repandue, 
elle demande plus de precautions qu'il n'y parait, parce que les traitements simples 
des effets du pH reposent sur des hypotheses qui ne sont pas toujours verifiees. 
KNOWLES (1976) a discute de maniere critique les hypotheses qui sont couram- 
ment faites lors de 1' interpretation des profils de pH et a montre comment on peut 
etre amene a en tirer des conclusions erronees ; sa revue devrait etre lue par 
quiconque s'interesse serieusement aux effets du pHsw les enzymes. 

Ce ne sont pas seulement les hypotheses quantitatives qui sont suspectes ; Inter- 
pretation qualitative d'un profil de pHpmt aussi etre trompeuse. Par exemple, bien 
qu'une courbe en cloche puisse indiquer la necessite pour deux groupes d'exister 
dans une forme ionique particuliere, comme nous en avons discute dans les § 8.3 et 
8.4, ce n'est pas la seule possibility : dans certaines circonstances un groupe unique 
implique dans differents etats d'ionisation dans deux etapes distinctes de la reac- 
tion peut donner un comportement similaire (DIXON, 1973 ; CORNISH-BOWDEN, 
1976a). 
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3.10 - Dependance au pH du parametre k cat IK m pour \ee reactions d'hydrolyee 
catalysees par la pepeine, (a) de I'acetyl-L-phenylalanine-L-phenylalanylglycine et 
(t>) I'acetyl-L-phenylalanine-L-phenylalanin-amide (Cornish-Bowden et Knowles, 1969) 

La courbe en cloche obtenue resulte dans ce cas d'un changement d'etape limitante 
avec le pH (Jencks, 1969) et au moins une des valeurs de pK a ne correspond a 
aucun groupement chimique. Ce type de pK a est generalement appele pK a cinetique 
et ne donne aucune indication precise quant au groupement implique dans le 
mecanisme reactionnel. D'autres complications sont que la protonation ou la de- 
protonation d'un seul groupe dans l'etat totalement actif peut conduire a une perte 
partielle d'activite, et que la perte totale de l'activite peut necessiter plus d'une 
protonation ou deprotonation. Pour une discussion plus detaillee de ces effets com- 
plexes du pH, nous renvoyons nos lecteurs a Particle de Pipton et Dixon (1979). 

3.6. Effets de la temperature euR les reactions 

CATALYSEES PAR PES ENZYMES 
3.6.1. Denaturation thermique 

En principe, le traitement theorique discute dans le § 2.5 de la dependance a la 
temperature des reactions chimiques simples s'applique egalement aux reactions 



2&2 



ClNETIQUE ENZYMATIQUE 



catalysees par des enzymes, mais en pratique, il y a plusieurs complications qui 
doivent etre correctement apprehendees si une information utile doit etre obtenue a 
partir de mesures d'activite enzymatique en fonction de la temperature. 

Premierement, tous les enzymes se denaturent lorsqu'ils sont chauffes au-dela des 
temperatures physiologiques, et la conformation des enzymes est alteree, souvent 
irreversiblement, entrainant une perte de leur activite catalytique. La denaturation 
est un processus chimiquement complexe, qui n'est encore que partiellement com- 
prise, et nous donnerons ici un compte-rendu simplifie de ce phenomene. Nous 
limiterons notre discussion a la denaturation reversible, nous supposerons qu'un 
equilibre existe en permanence entre la forme denaturee et la forme active de l'en- 
zyme, et qu'il n' existe qu'une seule espece denaturee. Cependant, nous insistons 
sur le fait que la limitation au cas reversible est motivee par la simplification du 
traitement et non pas parce que les effets irreversibles sont negligeables dans la 
pratique. L'exemple discute dans le § 8.6.2 traitera d'une denaturation irreversible, 
mais de maniere qualitative. 

La denaturation reversible n'implique pas la rupture de liaisons covalentes, mais 
seulement de liaisons de faible energie, comme par exemple de liaisons 
hydrogenes, qui sont impliquees dans le maintien de la conformation active de 
l'enzyme. Bien qu'une liaison hydrogene soit beaucoup moins forte qu'une liaison 
covalente (environ 20 kJ moL 1 pour une liaison hydrogene par rapport a environ 
400 kJ moL 1 pour une liaison covalente), la denaturation implique generalement la 
rupture de nombreuses liaisons de faible energie. Plus exactement, elle implique le 
remplacement de nombreuses liaisons hydrogene intramoleculaires par des liaisons 
hydrogenes entre la molecule d'enzyme et les molecules du solvant. L'enthalpie 
standard d'une reaction de denaturation, AH°', est souvent tres elevee, typique- 
ment entre 200 et 500 kJ moL 1 , mais la rupture de nombreuses liaisons de faible 
energie s'accompagne d'une augmentation considerable du nombre de conforma- 
tions accessibles par la molecule d'enzyme, et done la denaturation se caracterise 
aussi par une entropie standard de reaction, AS°', tres elevee. 

L'effet de la denaturation sur les constantes de vitesse observees peut 
etre visualise en considerant l'exemple simple d'un enzyme actif E en 
equilibre avec une forme inactive E', comme presente dans le schema 
K de la figure 8.11. 

k 

A + E *~ E + P 3.11 - Mecanieme simple de denaturation reversible de l'enzyme 

Par souci de simplicity, la reaction catalytique est representee comme une simple 
reaction de second-ordre avec une constante k, telle que nous l'observons habituel- 
lement pour de faibles concentrations de substrat. La constante d' equilibre pour la 
denaturation varie avec la temperature en accord avec l'equation de Van't Hoff 
(§ 2.5.2) : 



-RTlnK = AG°' = AH°'-TAS ' 



[8.49] 
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ou R est la constante des gaz parfaits, Test la temperature absolue et AG°', AH°' 
et AS°' sont respectivement l'energie standard de GlBBS, l'enthalpie standard et 
l'entropie standard de la reaction. Cette relation peut etre rearrangee pour donner 
une expression de K : 

AS" AH"' 



K = e 



RT 



[8.50] 



La constante de vitesse k pour la reaction catalytique peut etre defmie par 
F equation d'EYRlNG : 

, -AG"* 

-^-e RT [8.51] 
h 



k = 



ou AG°'* est l'energie de Gibbs d'activation. La vitesse de la reaction catalytique 
est donnee par v = k[ E ] [ A] , mais pour utiliser cette equation, la concentration 
[EJde Fenzyme actif doit etre exprimee en termes de la concentration totale 
[EJq =[EJ + [E'J et ainsi, 

v = kfEJ fAJ 
l + K 



[8.52] 



La constante de vitesse observee, k ohs , peut alors etre assimilee a k/(\ + K), et elle 
varie avec la temperature en accord avec F equation suivante : 



k B T 



exp 



( \ 
-AG '* 



^ obs 



RT 



l+exp 



AS" 
R 



AH"' 
RT 



[8.53] 



Aux temperatures faibles, quand AS°'/R est petit par rapport a AH°'/RT, le 
terme exponentiel du denominateur est insignifiant, et done k ohs varie avec la 
temperature de la maniere ordinaire predite par Fequation d'EYRING. A des 
temperatures superieures a AH°' / AS°' , neanmoins, le denominateur augmente 
fortement avec la temperature et la vitesse de la reaction diminue et tend 
rapidement vers zero. 



3.6.2. L'« optimum » de temperature 

Bien que le modele soit simplifie, il montre pourquoi Fequation d'EYRING ne decrit 
pas le comportement des reactions enzymatiques a hautes temperatures. Dans la 
litterature ancienne, il etait habituel de rapporter Foptimum de temperature des 
enzymes, et cela se rencontre encore occasionnellement de nos jours. Cependant, la 
temperature a laquelle k ohs est maximum n'a aucune signification particuliere, 
puisque le dependance a la temperature des reactions catalysees par les enzymes 
varient souvent avec les conditions experimentales. En particulier, plus longtemps 
le melange reactionnel est incube avant F analyse et plus l'« optimum » de 
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temperature est bas (figure 8.12). Cet effet s'explique parce que la denaturation est 
souvent une reaction lente, de telle sorte qu'elle ne peut etre correctement traitee 
comme un equilibre. L'avancement de la denaturation des lors augmente avec le 
temps d' incubation. Ceci ne devrait neanmoins plus poser de problemes avec les 
techniques experimentales modernes, puisque dans les mesures en continu, les 
processus dependants du temps sont aisement mis en evidence. 




2 4 6 8 Temps (min) 



3.12 - Effet de I'inactivation par la chaleur sur la dependance a la temperature 
des vltesees dee reactions catalyseee par un enzyme 

Si la « vitesse initiale » est consideree comme ia vitesse moyenne mesuree pendant une 
periode fixee, comme par exempie 1, 2, 4 ou 7 minutes (indiquee par les liqnes en pointilles), 
la dependance a la temperature aura I'allure d'une courbe en cloche passant par un 
maximum a une temperature qui varie avec la periode utilisee, comme illustre dans I'insert. 

3.6.3. Application de I'Squation d'EYRiNG aux enzymes 

A cause de la denaturation, les etudes de la dependance a la temperature des 
enzymes peuvent habituellement etre realisees uniquement dans une gamme etroite 
de temperature, approximativement entre et 50°C et meme dans cette gamme 
plusieurs pieges doivent etre evites. Premierement, la dependance a la temperature 
de la vitesse initiale donne habituellement un graphique d'ARRHENIUS non- 
lineaire, a partir duquel peu d'information utile peut etre obtenue. De tels gra- 
phiques constituent la plupart du temps des artefacts (voir par exempie Silvius, 
READ et McELHANEY, 1978), et un minimum requis pour realiser une etude 
serieuse de la dependance a la temperature necessite de mesurer une serie de 
vitesses a chaque temperature, de sorte que les graphiques d'ARRHENIUS peuvent 
etre traces pour chacun des parametres du modele de Michaelis et Menten, V, K m 
et V I K m . Ces graphiques sont egalement souvent non-lineaires, et il existe 
plusieurs explications possibles a ce phenomene - par exempie, un changement de 
la conformation de l'enzyme, la presence de l'enzyme sous la forme d'un melange 
d'isoenzymes, un effet de la temperature sur le substrat... - de sorte qu'il est 
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dangereux de tirer des conclusions a partir de la forme du graphique d'ARRHENIUS 
a moins que celui-ci ne puisse etre correle avec d'autres effets de la temperature, 
mesurables independamment. Massey, Curti et Ganther (1966), par exemple, 
ont observe des variations nettes a environ 14°C de la pente des graphiques 
d'ARRHENIUS pour l'oxydase des acides amines D ; a la meme temperature, d'autres 
techniques, telle que la sedimentation de vitesse et la spectroscopie d'absorbance 
dans l'UV, indiquaient un changement de conformation de l'enzyme. Dans un tel 
cas, il est raisonnable d' interpreter le comportement cinetique comme une conse- 
quence de ce changement de conformation. 

En general, peu d' importance est accordee aux etudes de la dependance a la 
temperature de quelque parametre de Michaelis et Menten que ce soit sans que 
la signification de ce parametre en termes de mecanisme catalytique ne soit 
connue. Si K m est une fonction de plusieurs constantes individuelles de vitesse, sa 
dependance a la temperature sera tres vraisemblablement une combinaison com- 
plexe d' effets compensatoires, et done peu significative ou sans interet ; par contre, 
si K m est selon toute vraisemblance equivalent a une constante de dissociation, sa 
dependance a la temperature peut fournir des informations thermodynamiques 
utiles au sujet de l'enzyme. 

La majorite des « energies de Gibbs d'activation » pour les reactions catalysees par 
des enzymes qui ont ete publiees, ont peu de valeur, mais il serait faux de suggerer 
qu'aucune information utile ne peut etre obtenue a partir de ce genre d'etude ; si 
elles sont realisees avec discernement, une information tres utile pour la com- 
prehension du mecanisme catalytique peut etre obtenue. Une etude classique est 
celle realisee par BENDER, KEZDY et GUNTER (1964) sur l'oc-chymotrypsine. Ce 
travail differe en de tres nombreux points des etudes typiques de la dependance a la 
temperature. II incluait des preuves convaincantes de 1' identification des etapes 
particulieres qui etaient ainsi etudiees dans le mecanisme de la reaction, il 
comparait les resultats obtenus avec de nombreux substrats, il se rapportait a un 
enzyme deja tres bien connu, et il etait correctement interprets en terme de chimie. 

8.7. EFFET5 DE LA PRE55I0N 5UR LE5 REACTI0N5 
CATALY5EE5 PAR DES ENZYME5 

3.7.1. Effete de \a pression sur \es e<\u\\\bres et \es v\tessee de reaction 

Deja en 1914, BRIDGMAN avait demontre qu'une pression de 700 MPa induisait la 
denaturation des proteines du blanc d'oeuf d'une maniere similaire mais neanmoins 
differente, a celle observee lors d'une augmentation de la temperature (Bridgman, 
1914). Depuis ces premieres etudes, l'etude des effets de la pression sur les 
macromolecules s'est developpee et il est clair qu'une caracterisation complete des 
proprietes thermodynamiques et cinetiques d'un systeme passe par l'etude des 
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effets de la pression qui permet de determiner les variations de volume que subit le 
systeme lors d'une reaction. 

Les effets de la pression 7 sont gouvernes par le principe de LE CHATELIER qui dit 
qu'un systeme a l'equilibre soumis a une perturbation, reagit d'une maniere qui 
tend a minimiser les effets de cette perturbation. Une augmentation de la pression 
favorise done la reduction du volume du systeme. L'equation [2.18] indique que 
l'energie libre d'un systeme depend du produit de la pression et du volume. A 
temperature constante, la variation de volume, qui est defmie comme la difference 
entre le volume final et le volume initial, est donnee par l'equation suivante : 



Une expression similaire peut etre obtenue pour la constante de vitesse k d'un 
processus elementaire, qui relie k aux parametres d'activation, avec AV* repre- 
sentant la difference entre le volume de l'etat de transition et celui de l'etat fonda- 
mental. Les valeurs de AVet de AV* peuvent etre obtenues en portant en graphique 
respectivement \nK ou InA: en fonction de la pression,/). 

Les etudes de l'effet de la pression sur des systemes biologiques sont moins 
courantes que celles de l'effet de la temperature, d'une part parce qu'elles neces- 
sitent un equipement moins courant qu'un bain thermostatique et d'autre part parce 
que les concepts de base des effets de la pression sur les reactions chimiques et sur 
la structure des macromolecules sont moins bien apprehendes, que ceux des effets 
de la temperature. Cependant, l'etude des effets de la pression presente l'avantage 
que cette derniere n'affecte que le volume du systeme etudie, contrairement a la 
temperature qui affecte a la fois l'energie interne et le volume du systeme. 

L' interpretation des volumes de reaction et d'activation est generalement presentee 
en termes de contributions intrinseques et de contributions du solvant. Des effets de 
compensation peuvent alors masquer certains changements et compliquer l'analyse 
de reactions complexes comme les reactions enzymatiques. Les contributions 
intrinseques peuvent resulter de changements dans la densite de compaction de la 
proteine ou de la formation ou de la rupture de liaisons covalentes. La formation 
des liaisons covalentes a un AV* de l'ordre de - 10 mL mol 1 , alors que les valeurs 
de AVpouv les echanges de liaison ou les changements d'angles sont pratiquement 
nulles. Les variations de volume provenant de modifications de la densite de 
compaction sont difficiles a mesurer mais sont considerees comme faibles. Ainsi en 
absence de formation ou de rupture de liaisons covalentes, les contributions les 
plus importantes proviennent de changements de l'etat d'hydratation des interac- 
tions non-covalentes. 



1. Dans le systeme international (S.I.) I'unite de pression est le Pascal et typiquement 
la pression est exprimee en megaPascals (MPa). En pratique, differentes unites de 
pressions sont couramment utilisees : 1 MPa est equivalent a 10 bars et a 9,87 atm. 




[8.54] 
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3.7.2. Effet de la pression sur les interactions non-covaientes 

Un facteur important qui contribue aux variations de volume des macromolecules 
est lie a l'hydratation des interactions electrostatiques. Quand un ion est forme en 
solution, les molecules d'eau qui l'entourent sont attirees par l'ion (interactions 
ion-dipole), un phenomene connu sous le nom d'electrostriction et qui conduit a 
une reduction du volume du systeme. Pour la solvatation d'un ion portant une seule 
charge, la variation du volume est de l'ordre de -10 mLmol" 1 . La dissociation 
d'une molecule neutre en deux ions s'accompagne ainsi d'une variation de volume 
de l'ordre -20 mL mol" 1 , qui correspond au volume d'ionisation de l'eau pure. 
Le phenomene d'electrostriction est proportionnel au carre de la charge de l'ion et 
done, la variation de volume est plus importante pour les ions plusieurs fois 
charges. Sur la base de ces informations, nous pouvons conclure que les inter- 
actions electrostatiques dans les macromolecules sont affaiblies lorsque la pression 
augmente. Par exemple, la chymotrypsine est inactivee de maniere reversible par 
une augmentation de pression a cause de la dissociation d'un pont salin dans la 
region du site actif (HEREMANS et HEREMANS, 1989). 

Un second facteur est lie a l'effet de la pression sur les liaisons hydrogene. 
Des etudes realisees avec des composes modeles indiquent que les liaisons hydro- 
gene sont stabilisees par une augmentation de la pression (VAN ELDIK et al, 1989), 
en raison d'une reduction des distances inter-atomiques. Neanmoins, des reactions 
impliquant des echanges entre des liaisons hydrogene existantes se caracterisent 
par une tres faible variation de volume (VAN ELDIK et al, 1989). 

Finalement, la formation d'interactions hydrophobes s'accompagne d'une augmen- 
tation de volume (AV> 0) et ces interactions sont done affaiblies par une augmen- 
tation de la pression. Neanmoins, l'importance de cet effet depend du modele 
etudie et varie entre + 1 et + 20 mL moh 1 pour un groupe CH 2 . D'autre part les 
interactions par empilage des cycles aromatiques sont caracterisees par un volume 
de reaction negatif et sont done stabilisees par une augmentation de pression. 

3.7.3. Effets de la pression sur les reactions enzymati<\ues 

L'etude des changements de volume dans les differentes etapes d'un processus 
catalytique fournit des donnees complementaires a celles obtenues par d'autres 
methodes. Toutefois, la variation du volume d'activation pour les reactions enzy- 
matiques impliquant plusieurs etapes peut etre complexe et inclure des change- 
ments de volume dans l'etape qui determine la vitesse mais aussi dans l'etape de 
fixation du substrat et dans toutes les etapes qui precedent l'etape limitant la 
vitesse. 

Une etude detaillee des variations de volume accompagnant les differentes etapes 
d'une reaction enzymatique a ete realisee pour la reaction de conversion du 
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fumarate (F) en L-malate (M) catalysee par la fumarase (Butz et al., 1988). Cette 
reaction suit un mecanisme reactionnel simple : 

E + F =<=fc EF « - EM E + M [8.55] 

La formation des etats de transition des reactions de fixation des reactifs sur 
l'enzyme s'accompagne d'une reduction du volume du systeme alors que la for- 
mation de l'etat de transition a partir du complexe enzyme-substrat ou du complexe 
enzyme-produit s'accompagne d'une augmentation du volume (figure 8.13). Ces 
variations peuvent s'expliquer par l'existence d'un changement de conformation de 
l'enzyme qui permet au substrat de penetrer dans le site actif. De plus, des 
molecules d'eau sont liberees parce que l'orientation correcte du substrat dans le 
site actif implique la formation de paires d'ions qui resultent d'une augmentation 
du volume en passant de l'etat de transition au complexe EF ou EM. Final ement le 
volume d'activation pour la reaction de conversion du fumarate en L-malate au sein 
du complexe enzyme-substrat a un volume superieur a celui du systeme de depart. 
Cette augmentation additionnelle du volume associee a l'hydratation du fumarate et 
la deshydratation du L-malate, indique que l'etat de transition a un volume plus 
grand. Dans ce systeme, le volume passe par un maximum ou un minimum dans les 
etats de transition, alors que le volume des complexes enzyme-substrats est 
similaire a celui de l'enzyme libre. II faut neanmoins noter que les changements de 
volume au cours de la reaction enzymatique sont faibles par rapport au volume 
total de l'enzyme (environ 0,3%). 



Volume 40 
(mL.mol -1 ) 



20 



20 



40 



60 



E + A 



AV Y Z 



[EA]-[EBP 



[EAp 



AV 2 * 
EA 



AV_ 2 * 
EB 

AV 3 Z 



E + B 



[EBp 



Coordonnees de la reaction 

3.13 - Effete de la preeeion sur une reaction enzymatique 

Les variations de volume pour les deux Stapes de fixation des substrate et des produits et 
pour la reaction chimique sont celles mesurees pour la reaction de conversion du fumarate 
en l-malate. La fiqure est dessinee a partir des donnees de 3utz et al. (1933). 
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&.&. EFFET5 I50T0PIQUE5 DU 50LVANT 

Bien que les effets isotopiques aient ete traites dans le chapitre 7 (§ 7.6 et 7.7), les 
effets dus a la substitution isotopique du solvant (SCHOWEN, 1 972) sont discutes ici 
puisqu'il est plus approprie de les considerer comme des effets de l'environnement, 
en particulier parce que les processus reellement responsables des effets isoto- 
piques du solvant sont les memes que ceux qui determinent le comportement du 
pH, c'est-a-dire les equilibres impliquant les hydrons definition 2 . L'etude de ces 
effets partage egalement quelques autres proprietes avec les etudes de dependance 
a la temperature, etant experimentalement simple a realiser, mais difficile a inter- 
preter correctement sauf si l'etape etudiee du mecanisme est clairement identifiee. 

Une simple mesure de la vitesse de la reaction dans 'H 2 et dans 2 H 2 ne revele 
quasiment rien du mecanisme, mais la mesure de la vitesse en fonction de la 
fraction molaire de 2 H 2 dans des melanges isotopiques de composition variee peut 
etre beaucoup plus informative. Na'fvement, nous pourrions nous attendre a ce que 
la valeur d'une constante de vitesse dans de tels melanges puisse etre obtenue par 
interpolation lineaire entre les valeurs mesurees dans 'H 2 et dans 2 H 2 0, mais la 
dependance est presque toujours non-lineaire, et la forme de la courbe peut reveler 
des informations sur le mecanisme. 

Considerons un melange de 'H 2 et de 2 H 2 dans lequel la fraction molaire de 
2 H 2 est n, de telle sorte que le rapport [ 2 H 2 ] / [ l H 2 J est egal a n/(\-n). 
Pour un hydron echangeable dans une molecule de reactif AH, le rapport 
deuteron/ proton sera aussi donne par [ 2 H 2 0]/ [ l H 2 OJ = n/(l-n) si les cons- 
tantes d'equilibre pour les protons et les deuterons sont les memes. Une selection 
s'exercera cependant de telle sorte que le rapport reel est tynj(\ — n) ou (j) est le 
facteur de fractionnement pour la position echangeable. De tels echanges 
d'hydrons peuvent se derouler non seulement dans les molecules de reactifs 
mais egalement dans l'etat de transition de la reaction : dans cet etat de transition 
il existe un rapport similaire deuteron/proton, <p* n/(\ — n) ou <p* represente le 
facteur de fractionnement pour la meme position echangeable. La vitesse totale 
de la reaction est alors donnee par la somme des vitesses pour les especes 
protonees et deuterees de telle sorte que la vitesse est proportionnelle a 



2. En chimie, dans la plupart des cas, le terme « proton » est utilise pour designer a la 
fois le noyau 'H et le noyau de n'importe lequel des isotopes de I'hydrogene, mais 
cette pratique n'est plus satisfaisante lorsqu'il s'agit de discuter les effets des 
isotopes de I'hydrogene. Dans les contextes ou une plus grande precision est 
necessaire, la Commission de Chimie Organique Physique de I'lUPAC (1988) a 
recommande le terme « hydron » pour designer n'importe quel noyau d'hydrogene 
sans aucune consideration pour /'isotope, reservant le terme « proton » pour le 
noyau 'H et le terme « deuteron » pour le noyau 2 H. Nous suivrons cette recom- 
mandation dans la suite de cette section. 
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1 + 0* / 1 + qui peut s'ecrire plus simplement sous la forme 

I (l-n))/ \ (1-n), 

(l-n + 0*n) 

—, r-. II en decoule que la constante de vitesse observee k„ pour une 

(l-« + 0«J 

fraction molaire n de 2 H 2 peut etre exprimee comme une fonction de n et de la 
constante de vitesse ordinaire k dans r'H 2 pure : 

k = Mi^±nn [8 . 56] 

1 -n + n(/) 

Jusqu'a present nous n'avons considere qu'un seul hydron, mais une molecule 
typique d'enzyme contient un grand nombre d'hydrons echangeables, chacun 
pouvant en principe contribuer a l'effet isotopique du solvant. Si tous les hydrons 
(incluant les deux hydrons presents dans chaque molecule de solvant) s'echangent 
independamment, de telle sorte que la distribution des protons et des deuterons 
peut etre calculee simplement a partir des lois de la statistique, les effets de tous les 
hydrons sont multiplicatifs et l'equation [8.56] peut etre generalisee sous la forme 
de l'equation de Gross-Butler : 

k a Y\(\-n + n^* ) 
K = -j=j— — — — [8-57] 

dans laquelle les deux produits sont appliques a l'ensemble des hydrons echan- 
geables du systeme. 

A la vue du grand nombre d'hydrons echangeables, et done du grand nombre de 
terme dans chacun des produits de l'equation [8.57], cette equation peut paraitre 
desesperement trop compliquee pour fournir des informations utiles. Cependant, 
une simplification importante resulte de deux considerations. Premierement, les 
effets isotopiques a l'equilibre sont normalement petits (§ 7.6.3), parce que les 
effets sur les niveaux d'energie se compensent largement entre les deux cotes d'un 
equilibre. Cela signifie que la plus large part ou la totalite des facteurs de frac- 
tionnement </>,-, dans le denominateur de l'equation [8.48] sont proches de l'unite. 
Deuxiemement, pour les hydrons qui ne sont pas directement affectes lors de la 
reaction, ces effets s'annulent lors de la comparaison de l'etat fondamental avec 
l'etat de transition, en grande partie pour les effets isotopiques secondaires 
(§ 7.6.2) et completement pour les hydrons les plus eloignes. Cela signifie que les 
facteurs de fractionnement du numerateur de l'equation [8.57] sont aussi proches 
de l'unite. A la fin, done, la plus grande partie des contributions a l'equation [8.57] 
viennent d'un petit nombre d'hydrons qui sont modifies dans l'etat de transition, et 
une bonne approximation est obtenue en ecrivant l'equation comme suit : 

K = k Tl(\-n + n<t>*) [8.58] 

ou le produit est calcule pour les hydrons dont les valeurs de <p* sont significa- 
tivement differentes de l'unite (les autres peuvent toujours etre incluses mais elles 
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n'affectent pas les resultats). Pour un etat de transition impliquant un hydron, 
l'equation donne une dependance lineaire de k„ sur n ; pour un etat de transition 
impliquant deux hydrons, l'equation donne une dependance quadratique... Done 
dans les cas les plus simples, la forme de la courbe mesuree fournit un moyen de 
compter les hydrons impliques dans l'etape limitant la vitesse de la reaction. Pour 
cette raison, ce type d'experience est souvent appele un inventaire de protons ou plus 
precisement un inventaire d 'hydrons,. 

La prudence s'impose pour etendre cette theorie plus avant, puisque plusieurs 
hypotheses ont ete necessaires pour obtenir l'equation [8.57] et d'autres encore 
pour obtenir l'equation [8.58]. De plus, la theorie a ete developpee pour une 
constante elementaire de vitesse, mais dans les applications enzymatiques, elle doit 
souvent etre appliquee a des grandeurs moins fondamentales. Beaucoup d'autres 
complications peuvent surgir dans les reactions enzymatiques, de sorte qu'en 
aucune maniere les effets isotopiques a l'equilibre ne sont pas toujours negli- 
geables ou que les reactions dans 2 H 2 ne sont pas toujours plus lentes que dans 
'H 2 0. Une etude des effets isotopiques du solvant sur l'activite de l'hexokinase D 
(Pollard-Knight et Cronish-Bowden, 1984) offre des exemples de chacune de 
ces exceptions : a faibles concentrations de glucose la reaction est environ 3,5 fois 
plus rapide dans 2 H 2 que dans 'H 2 0, et puisque cet effet isotopique inverse 
persiste (et meme augmente) pour de faibles concentrations de MgATP il doit 
avoir un effet sur l'equilibre. 



PR03LEME5 



3.1 - Pour un enzyme dont le K m depend d'un seul groupe ionisable, avec des 
valeurs de pK a , pK E dans I'enzyme libre et pK EA dans le complexe 
enzyme-substrat, l'equation [8.48] se simplifie sous la forme suivante : 

K = £ (K E +[H + ]) 

m (K EA +[H + ]y 

a - A quel pH le graphique de K m en fonction du pH presente-t-il un point 
d'inflexion ? 

b-A quel pH le graphique de l/K m en fonction du pH presente-t-il un 
point d'inflexion ? [Si vous avez des difficultes a admettre ce resultat, 
ca\cu\ez K m et 1/ K m a plusieurs valeurs de pH dans la gamme com- 
prise entre 3 et 10, en supposant que pK E = 6,0 et que pK EA A = 7,0, et 
tracez les graphiques de ces parametres en fonction du pH. Pour une 
discussion des principes qui sont a I'origine de ce probleme, voir 
Fersht (1985)]. 

8.2- (.'interpretation d'un graphique de log K m en fonction du pH est simpli- 
fiee en utilisant la relation log^ m = logF- log (F/^ m ) dans laquelle K m , V 
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et V I K m sont non seulement des grandeurs possedant des dimensions 
mais ont des dimensions differentes. Cette relation viole-t-elle les regies 
discutees dans le § 1.2 et si cela est le cas, jusqu'a quel point I'analyse 
decoulant de la figure 8.9 est-elle incorrecte ? 

6.3 - Un profil pH en cloche se caracterise par des valeurs d'ordonnees pour 

les demi-maxima a des valeurs de pH egales a 5,7 et 7,5. Estimer les 
valeurs de pK a moleculaires. S'il existe une raison independante de 
penser que la valeur du pK a d'un groupe est egale a 6,1, que pouvons- 
nous deduire au sujet du pK a des trois autres groupes ? [Ce probleme est 
moins trivial qu'il n'apparaTt a premiere vue]. 

5.4 - Dessiner un schema plus realiste de la dependance au pH de I'activite 

d'un enzyme en modifiant le schema de la figure 8.8 comme suit : 

a - permettre au substrat et au produit de se fixer sur les trois formes de 
I'enzyme libre et supposer que les constantes de vitesse pour ces 
reactions de fixation sont independantes de I'etat de protonation ; 

b-En supposant que le processus catalytique est une reaction a trois 
etapes dans lequel chaque etape est reversible et dans lequel la 
seconde etape, la conversion entre HEA et HEP, se deroule pour les 
complexes une seule fois protonne, et en supposant que toutes les 
reactions de protonation sont a I'equilibre dans les conditions d'etat 
stationnaire, utiliser la methode de Cha (§ 6.) pour deriver une 
expression de K m en fonction de la concentration d'ion hydrogene. 
La solution a une apparence complexe qui peut etre simplifiee en 

1 



definissant f([H + ]) = 



, [H + ] 
\ + L - + 



K 7 



Dans quelles circonstances 



K m est-il independant du pHl Si ce parametre est independant du pH 
quelle valeur prend-il ? 

3.5 -Les mesures suivantes de Fa une temperature T ont ete realisees pour 
une reaction catalysee par un enzyme sur une gamme de temperature 
dans laquelle aucune inactivation thermique ne peut etre mise en 
evidence. Ces donnees sont-elles consistantes avec ('interpretation selon 
laquelle V est donne par k 2 [EJ ou [E] est constante et k 2 est la cons- 
tante de vitesse pour une etape simple du mecanisme ? 



T(°C) 

5 
10 
15 
20 
25 



V(mM min" 1 ) 

0,32 
0,75 
1,67 
3,46 
6,68 



7TC) 

30 
35 
40 
45 
50 



r(mM min" 1 ) 

11,9 
19,7 
30,9 
46,5 
68,3 
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9.1. FONCTION PES INTERACTIONS COOPERATIVES 
ET ALL05TERIQUE5 

9.1.1. Cycles f utiles 

S'il est clair que tous les organismes vivants necessitent un controle efficace des 
processus metaboliques afm de permettre des changements ordonnes tout en evitant 
une progression catastrophique vers l'equilibre thermodynamique, il est moins 
evident de realiser que les enzymes decrites dans les chapitres precedents ne sont 
pas capables de fournir le degre de controle necessaire. 

La conversion du fructose 6-phosphate en fructose 1,6-biphosphate fournit une 
excellente illustration de ce probleme essentiel permettant de discuter des propri- 
etes de l'enzyme qui sont necessaires pour qu'une regulation efficace soit possible. 
La conversion du fructose 6-phosphate en fructose 1,6-biphosphate necessite de 
l'ATP : 

Fructose 6-phosphate + ATP Fructose- 1,6-biphosphate + ADP [9. 1] 

Cette reaction est catalysee par la phosphofructokinase et constitue la premiere 
etape de la glycolyse qui soit unique a cette voie metabolique - c'est-a-dire qu'elle 
ne fait partie d'aucune autre voie metabolique. Elle represente done une etape 
adaptee pour la regulation de la glycolyse, et, bien qu'aujourd'hui (§ 10.5) la 
recherche d'un site unique de regulation d'une voie metabolique soit consideree 
comme une simplification, il ne fait aucun doute que la phosphofructokinase 
contribue de maniere importante au controle de la glycolyse dans la plupart des 
cellules. 

Dans des conditions physiologiques la reaction catalysee par la phosphofructo- 
kinase est essentiellement irreversible, et comme le fructose 1,6-biphosphate doit 
etre convertit en fructose 6-phosphate lors de la neoglucogenese, une reaction 
differente doit etre utilisee, une reaction hydrolytique catalysee par la fructose 
biphosphatase : 

Fructose 1 ,6-biphosphate + H 2 „ >~ Fructose 6-phosphate + Pi [9.2] 
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Cette reaction est aussi quasiment irreversible. L'existence de deux reactions irre- 
versibles paralleles revet une grande importance dans le controle metabolique : elle 
signifie que la direction du flux entre les deux metabolites peut etre determinee par 
une regulation differentielle de l'activite des deux enzymes. Une simple reaction 
reversible ne pourrait pas etre controlee de cette maniere, parce qu'un catalyseur ne 
peut pas modifier la direction du flux d'une reaction, qui est determine uniquement 
par des considerations thermodynamiques. Les catalyseurs modifient uniquement 
la vitesse a laquelle l'equilibre est atteint. 

Si la phosphofructokinase et la fructose biphosphatase se comportaient de maniere 
non-controlee, en catalysant les reactions a la meme vitesse, il n'y aurait aucune 
conversion nette du fructose 6-phosphate et du fructose 1,6-biphosphate, mais une 
hydrolyse continue de l'ATP, qui conduirait eventuellement a la mort de l'orga- 
nisme. Cette situation est connue sous le nom de cycle futile. Pour l'eviter, soit les 
deux processus doivent avoir lieu dans des cellules differentes (ou dans des 
compartiments cellulaires differents), soit les deux enzymes doivent etre controles 
de maniere telle que l'un n'est actif que lorsque l'autre est inhibe. De nombreux 
cycles potentiels sont controles par la compartimentation, mais ce n'est pas tou- 
jours possible et done un controle alternatif est necessaire. C'est par exemple le cas 
de tissus comme le foie qui catalysent a la fois la glycolyse et la neoglucogenese. 

Le terme « cycle futile » a ete delaisse dans les trois dernieres decennies, en raison 
de la decouverte de l'existence de nombreux cycles et parce que ceux-ci ne sont 
pas necessairement prejudiciables a la cellule. Comme nous en discuterons dans le 
§ 10.9.2, les cycles entre formes actives et inactives des enzymes peuvent cons- 
tituer un mecanisme extremement sensible de regulation de l'activite catalytique 
qui compense tres largement le faible cout du a l'hydrolyse de l'ATP. Meme 
lorsque le resultat principal d'un cycle est de produire de la chaleur, il peut diffici- 
lement etre qualifie de « futile » s'il permet a un animal a sang chaud de maintenir 
la temperature necessaire a la vie ou s'il permet au bourdon de voler (et de col- 
lecter le nectar) par temps froid. 

0.1.2. Mecaniemee de regulations de l'activite enzymatic\ue 

Dans le contexte cellulaire, il est evident que l'activite des proteines et des en- 
zymes en particulier, doit etre strictement regulee de sorte que ceux-ci remplissent 
leur fonction au bon moment et au bon endroit. Tout d'abord, il faut rappeler que 
l'activite d'un enzyme est determinee par sa structure et done par sa sequence. 
Neanmoins l'activite biologique des proteines peut etre regulee a differents niveaux 
et par differents mecanismes. II est possible de distinguer des mecanismes extrin- 
seques de regulation, qui n'agissent pas directement sur l'activite d'un enzyme 
donne, et des mecanismes intrinseques qui modifient directement l'activite d'un 
enzyme donne. 
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► Un premier mode de regulation extrinseque de l'activite d'un enzyme consiste 
dans l'existence au sein d'un meme organisme, de multiples formes d'un meme 
enzyme, qui sont appelees des isoenzymes. L'expression differentielle de ces 
isoenzymes dans des tissus distincts ou des organelles distincts ou a des stades 
differents du developpement fournit un moyen simple de reguler dans le temps et 
dans l'espace une activite enzymatique. Les isoenzymes sont des proteines 
homologues qui catalysent dans un meme organisme la meme reaction chimique, 
mais dont les parametres cinetiques et les mecanismes intrinseques de regulation 
sont differents. 

► Comme nous l'avons vu dans le chapitre 3, l'activite d'un enzyme depend de sa 
concentration. Le mecanisme le plus evident de regulation de l'activite consiste 
done dans la regulation de la concentration de la proteine. Une diminution ou une 
augmentation de la quantite d'enzyme, entraine une modification de l'activite 
puisque celle-ci est directement proportionnelle a la concentration d'enzyme. La 
quantite d'un enzyme presente dans une cellule a un moment donne depend de la 
balance entre la synthese et la degradation de cette proteine. La biosynthese des 
proteines est controlee aux differents stades de la transcription, de la traduction 
ou de leurs modifications post-traductionnelles mais la degradation cellulaire des 
proteines est egalement un processus regule dont la vitesse est modulee notam- 
ment par la nature de l'acide amine N-terminal. La complexity des machineries 
cellulaires impliquees dans les processus de synthese et de degradation des pro- 
teines implique que ce mode de regulation est lent. II ne permet pas a une cellule 
de reagir rapidement a un changement de conditions, mais il permet certainement 
une regulation a long terme. 

► Plusieurs modes de regulation intrinseques de l'activite des enzymes permettent 
une adaptation plus rapide a un changement intervenant dans les conditions cellu- 
laires. Un premier type de modification directe de l'activite de l'enzyme consiste 
dans la modification covalente et reversible de la proteine. Les proprietes cata- 
lytiques de nombreux enzymes sont affectees par la modification covalente d'un 
groupe de la proteine, comme par exemple la fixation d'un groupe phosphate. 
Generalement ces modifications sont elles-memes catalysees par un enzyme 
(kinase) et les reactions inverses sont catalysees par un autre enzyme (phos- 
phatase). Celles-ci permettent de restaurer l'etat initial de la proteine. 

► Un second mode de regulation intrinseque de l'activite est l'activation proteoly- 
tique. Ce mode d'activation irreversible permet de convertir la forme inactive 
d'un enzyme en une forme active. II est largement utilise dans la production de 
proteases dont l'activite doit s'exercer a l'exterieur de la cellule, comme dans le 
cas des enzymes digestives (trypsine, chymotrypsine) ou des enzymes de regula- 
tion de la coagulation du sang ou de l'apoptose. 

► Finalement, l'activite enzymatique peut etre regulee par la fixation d'un ligand 
sur la proteine. Nous avons deja discute des mecanismes d'inhibition mais il 
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existe egalement un mecanisme de controle allosterique reposant sur la fixation 
d'une petite molecule sur un site distinct du site actif qui induit un changement 
de l'activite de l'enzyme. La regulation par la fixation de petites molecules 
represente un moyen important de controle de l'activite de nombreux enzymes 
dont nous allons discuter dans ce chapitre. 



9.1.3. \nadec\uation de I'Squation de Michaelis et Menten 
pour decrire les mecanismee de regulation 

Nous devons maintenant nous demander si un enzyme qui obeit aux lois ordinaires 
de la cinetique enzymatique peut etre regule suffisamment precisement pour eviter 
les cycles futiles. Pour un enzyme qui obeit a l'equation de MICHAELIS et MENTEN, 
v -V [ A] /( K m + [A]), un simple calcul montre que la vitesse est egale a 0,1 
quand [ A] = K m /9 et qu'elle est egale a 0,9 V quand [A] = 9K m . En d'autres 
termes, une enorme augmentation de la concentration de substrat, 81 fois, est 
necessaire pour provoquer une augmentation modeste de la vitesse de 10% a 90% 
de la vitesse limite. 

Un resultat essentiellement similaire est obtenu pour 1' inhibition simple. Supposons 
qu'une reaction soit inhibee de maniere competitive en accord avec l'equation 

v = j — Vf-A] ra pp 0rt (j es yitesses en presence (v) et en absence 

K -\ l+i i) +[AJ 

(v ) d'inhibiteur peut s'ecrire — = Em + L_l q U j a une va i eur (j e o,l 



v r 



V K i< 



1 + — \+[A] 



f 

quand [I] = 9K ic 



1 + ^] et de 0,9 quand [I] = ^-{\ + ^\ 



: encore une 



fois, une variation de la concentration de 81 fois est necessaire pour balayer la 
gamme allant de 10% a 90% de la vitesse limite. 

Meme si nous considerons l'effet de deux ou de plusieurs inhibiteurs agissant 
en parallele, la meme conclusion quantitative s' impose : une grande variation de 
l'environnement a des effets modestes sur la vitesse de la reaction. C'est pourtant 
exactement 1' oppose de ce qui est necessaire pour une regulation efficace du 
metabolisme ; d'un cote la concentration des principaux metabolites doit etre main- 
tenue dans des limites etroites, et d'un autre cote les vitesses de reaction doivent 
etre susceptibles de varier enormement - probablement plus que la gamme allant 
de 10 a 90% que nous venons d'evoquer - en reponse a des fluctuations a 
l'interieur de ces limites etroites. 
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9.1.4. La cooperativite 

Clairement, les lois ordinaires de la cinetique enzymatique sont inadaptees pour 
permettre le controle necessaire du metabolisme. Au contraire, de nombreux 
enzymes qui semblent jouer un role important dans la regulation metabolique 
presentent la propriete de repondre avec une exceptionnelle sensibilite aux chan- 
gements de concentration des metabolites. Cette propriete est connue sous le nom 
de cooperativite, parce qu'elle peut etre consideree comme provenant d'une 
« cooperation » entre les sites actifs d' enzymes polymeriques. Comme illustre dans 
la figure 9.1, le graphique de la vitesse en fonction de la concentration de substrat 
presente une forme sigmoi'de (en forme de S) caracteristique, tres differente des 
hyperboles rectangulaires decrivant 1' equation de Michaelis et Menten. II faut 
noter en particulier que la partie la plus pentue de la courbe est decalee par rapport 
a l'origine, vers une concentration positive, typiquement une concentration com- 
prise dans la gamme des concentrations physiologiques du metabolite concerne. Un 
theme majeur de ce chapitre est d'examiner les theories qui ont ete proposees pour 
rendre compte de la cooperativite ou, en d'autres termes, pour expliquer la forme 
des courbes telles que celles de la figure 9.1. Evidemment, avant d'appliquer une 
de ces theories a un exemple experimental de courbe sigmoi'de, chacun devrait 
s'assurer que celle-ci est reelle et non un artefact, comme dans le cas presente dans 
le § 7.5.2 et discute en details par Duggleby (1994). 



v/V i 



Hyperbolique (MICHAELIS-MENTEN) 




[A] (unites arbitraires) 

9.1 - Comparaison d'une courbe hyperbo\\c\ue de la viteese en fonction 
de la concentration de substrat avec deux courbes sigmo'ides {cooperatives), 
calculees avec des coefficients de Hill (voir § 9.2.1 ci-dessous) de 2 et de 4 

II faut noter que toutes ces courbes sont eiqmdidee quand elles sont retraceee comme une 
fonction du \oq [A] (insert) male lee courbes cooperatives sont plus pentues. 
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9.1.5. Interactions a\\oeter\c\uee 

La conversion du fructose 6-phosphate en fructose 1,6-biphosphate illustre un autre 
aspect important de la regulation metabolique, nommement que les produits 
immediats et ultimes d'une reaction sont habituellement differents. Bien que l'ATP 
soit un substrat de la phosphofructokinase, l'effet de la glycolyse dans sa totalite 
est de produire de l'ATP, et cela en tres grande quantite si nous considerons que la 
glycolyse est une voie menant au cycle des acides tricarboxyliques et aux 
phosphorylations oxidatives. Done, l'ATP doit etre considere comme un produit de 
la glycolyse, meme s'il est un substrat de l'un des principaux enzymes regulant la 
glycolyse. En consequence, l'inhibition ordinaire par le produit de la phospho- 
fructokinase fonctionne de maniere opposee a ce qui est necessaire pour une 
regulation efficace. Pour permettre un apport constant d'energie metabolique, la 
phosphofructokinase doit egalement etre inhibee par le produit final de la voie 
metabolique, l'ATP, comme e'est le cas dans la realite. 

Ce type d'inhibition ne peut toutefois pas se realiser par les mecanismes habituels, 
e'est-a-dire par l'intermediaire de la fixation de l'inhibiteur agissant comme un 
analogue du substrat. Dans un certain nombre de cas, cela entrainerait un effet 
oppose a celui recherche ; dans d'autres cas, le produit final de la voie metabolique 
peut avoir une ressemblance structurale limitee avec les reactifs de 1' enzyme 
regule ; par exemple, l'histidine partage peu de similarites structurales avec le 
phosphoribosyl-pyrophosphate, son precurseur metabolique. Pour permettre une 
inhibition ou une activation par des effecteurs appropries a la voie metabolique, de 
nombreux enzymes regules ont acquis des sites pour la fixation de l'inhibiteur qui 
sont distincts des sites catalytiques. MONOD, CHANGEUX et JACOB (1963) ont pro- 
pose que ceux-ci s'appellent des sites allosteriques, du Grec signifiant une forme 
differente 7 , pour mettre en evidence la difference structurale entre substrat et effec- 
teur, et que les enzymes qui possedent de tels sites s'appellent des enzymes 
allosteriques. 

De nombreux enzymes allosteriques sont egalement cooperatifs, et vice versa. 
Cette dualite n'est pas surprenante puisque les deux proprietes sont importantes 
pour la regulation metabolique, mais elle ne signifie pas que les deux termes sont 
interchangeables : ces deux termes decrivent deux proprietes differentes qui 
devraient etre clairement distinguees. Dans de nombreux cas, elles ont ete iden- 
tifies separement : la cooperativite de l'hemoglobine etait connue depuis plus de 
60 ans lorsque l'effet allosterique du 1,2-biphosphoglycerate a ete decrit ; le 
premier enzyme dans la voie de biosynthese de l'histidine a ete un des premiers 
enzymes allosteriques reconnus, mais aucune phenomene de cooperativite n'a pu 
etre observe. 



1. La traduction litteraire est « un autre solide », mais une « forme differente » trans- 
met mieux I'idee essentielle que l'inhibition ne resulte pas d'une quelconque simi- 
larite structurale entre le substrat et I'effecteur. 
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9.2. Le peveloppement de modele 
expuquant la cooperativite 



9.2.1. L'Squation de Hill 

II est souvent pratique d'exprimer le degre de cooperativite d'un enzyme en terme 
de 1' equation suivante : 

_ V[A] h 



Celle-ci est connue sous le nom d'equation de HILL, puisqu'une equation similaire 
avait ete proposee par HILL (1910) pour decrire de maniere empirique la fixation 
cooperative de l'oxygene sur l'hemoglobine. Le parametre Fjoue le meme role que 
la vitesse limite dans 1' equation de Michaelis et Menten, et est connu sous le 
meme nom. Par contre, bien que K 5 comme K m dans 1' equation de MICHAELIS et 
Menten, defmit la valeur de la concentration de substrat [A] pour laquelle 
v = 0,5 V, ce parametre ne doit etre ni appele constante de Michaelis, ni designe 
par le symbole K m , parce que ceux-ci font specifiquement reference a l'equation de 
Michaelis et Menten, et que l'equation [9.3] n'est pas equivalente a l'equation 
de Michaelis et Menten (sauf dans le cas trivial ou h = 1). L'equation de Hill 
est souvent ecrite avec le symbole Kq 5 remplace par une constante qui n'est pas 
elevee a la puissance h : bien que cette pratique ne pose aucun probleme pratique 
d'utilisation de l'equation, elle a le desavantage de produire une constante qui a les 
dimensions d'une concentration elevee a la puissance h, a laquelle il est difficile de 
donner une interpretation physique. 

HILL considerait son equation comme purement empirique et deniait toute signi- 
fication physique au parametre h, qui est maintenant couramment appele le 
coefficient de HILL. Bien que Ton trouve parfois des tentatives de deriver cette 
equation a partir d'un modele, il est preferable de s'en tenir a son exemple. L'equa- 
tion de Hill, avec une valeur entiere de h, peut correspondre au cas limite d'un 
modele physique de fixation de substrat, mais le h obtenu experimentalement est 
rarement un nombre entier, et, sauf dans les limites de modeles realistes, ne doit 
pas prendre une valeur entiere. II est done incorrect de traiter ce parametre comme 
une estimation du nombre de sites de fixation du substrat sur l'enzyme, bien que 
pour certains modeles, il fournisse une valeur maximale pour ce nombre. Les 
valeurs typiques de h pour l'hemoglobine sont d'environ 2,7, alors que le nombre 
de sites de fixation de l'oxygene (nombre qui etait inconnu de HILL) est de quatre. 

Si l'equation [9.3] est rearrangee comme suit : 

= LAI. [9 . 4] 

V-v Kl, 
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le rapport v/(V-v) peut etre considere en absence de mesure directe de la 
fixation comme une mesure du rapport [EAJ/[EJ, et si nous prenons le 
logarithme de chaque cote de l'equation, nous obtenons : 

log f^fd = h l0g [A] ~ h l0g K °-s [ 9J ] 

L'equation [9.5] montre qu'un graphique de log [v/(V - v en fonction de log [A] 

est lineaire avec une pente egale a h. Ce graphique, illustre dans la figure 9.2, est 
appele un graphique de HILL. II fournit un moyen simple d'evaluer les valeurs de h 
et de K h 05 . Ce graphique de Hill permet de representer une grande variete de 

donnees de cinetique cooperative pour des valeurs de v/V comprises entre 0,1 et 
0,9, malgre que des deviations soient toujours visibles aux extremites du graphique 
(comme le montre la figure 9.2) parce que l'equation [9.3] n'est seulement qu'une 
approximation acceptable d'une relation plus complexe. 




- 1 l \og[A] 

9.2 - Graph\c\ue de Hill 
en insert, le graphique correspondant en coordonnees lineairee 

Lee droitee soot ca\cu\eee a partir de l'equation de Hill [9.13] male lee polnte eont calcu- 
lee a partir d'une fonction reallete de fixation. Comme l'equation de Hill repreeente au mieux 
une approximation, noue devrione toujoure noue attendre a ce que lee valeure obeerveee 
tendent vere une pente de un aux extremitee de la qamme de [A], quelle que eolt la pente 
de la reqlon centrale. Cependant, meme en abeence d'erreur experlmentale, lee devlatlone 
de la linearlte eont eouvent falblee, en partlculler dane la partle de la courbe comprlee 
entre 10 et 90% de la eaturatlon, qui correepond a la partle non-ombree du qraphlque. 

Le coefficient de HILL est largement utilise comme un index de la cooperativite, 
une augmentation du degre de cooperativite allant de paire avec une augmentation 
de la valeur de h. Pour un enzyme non-cooperatif (modele de MlCHAELIS et 
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MENTEN), h = 1 et done une cooperativite positive signifie que h est plus grand 
que 1. Une cooperativite negative, avec h inferieur a 1, est aussi observee avec 
certains enzymes, bien que cette situation soit moins commune (du moins pour des 
enzymes purifies), et que son role physiologique soit moins clair. 



9.2.2. Un autre index de cooperativite 

L'index de cooperativite, R a , introduit par TAKETA et POGELL (1965) est moins 
couramment utilise que le coefficient de Hill, mais il presente les avantages 
d'avoir une signification experimental plus claire et d'etre toujours traite comme 
un parametre purement empirique, ce qui evite toute confusion avec des parametres 
issus de modeles dont la validite est douteuse. Ce parametre est defini comme le 
rapport des valeurs de [A] pour lesquelles v/V = 0,9 et v/V = 0,1. La relation 
entre R a et h est obtenue en substituant successivement ces deux valeurs de v/V 
dans l'equation [9.3] : 

0,9 = h [A] ™ . [9.6] 
(Kl 5 + [A]l i9 ) 



°' 1 = T^TfTTTT [9-7] 



[AH 
( Kb + [AH,) 

et en resolvant pour les deux valeurs de f A J : 

[AJ , = 9 l /"K 0i5 [9.8] 

Wo.. = ^ [9-9] 

Ensuite, la valeur de R a est facilement obtenue comme le rapport [A ] 9 / [A J l : 

R a = 8\ l/h [9.10] 

Les enzymes non-cooperatifs se caracterisent par une valeur de R a = 81, alors que 
les enzymes cooperatifs ont des valeurs de R a , inferieures a 81 et les enzymes a 
cooperativite negative ont des valeurs superieures a 81. Cette relation n'est pas plus 
precise que l'equation [9.3], bien entendu, mais elle est adaptee a la plupart des 
situations rencontrees. Quelques valeurs representatives de R a sont presentees dans 
le tableau 9. 1 . 



9.2.3. Hypothese d'un ec\uiiibre de fixation 
dane iee cinetiques cooperatives 

En discutant les cinetiques non-cooperatives, nous avions souligne (§ 3.6.1) que 
l'impossibilite de presumer que la fixation du substrat est a l'equilibre, empeche 
d'assimiler la constante de Michaelis, K m , a la constante de dissociation thermo- 
dynamique du substrat. 
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Tableau 9.1 - Relation entre deux index de cooperativite 



h 




Description 


0,5 


6560 




0,6 


1520 




0,7 


533 


Cooperativite negative 


0,8 


243 




0,9 


132 




1,0 


81 


Non-cooperatif 


1,5 


18,7 




2,0 


9,00 




2,5 


5,80 


Cooperativite positive 


3,0 


4,33 


(gamme normale pour des enzymes individuels) 


3,5 


3,51 




4,0 


3,00 





Cooperativite extreme 

(en dehors de la gamme accessible pour des enzymes individuels) 



Le tableau montre \a relation entre \e coefficient de Hill, h, et I'index de cooperativite K a . 
Les vaieure eont calculees en faieant I'hypothese que I'equation de Hill (equation [9.5]) 
est vaiabie. free peu d'enzymes individuels presentent une cooperativite superieure a celle 
obtenue pour 4. Cependant, il n'y a preeque aucune limite a la sensibilite de la reponse qui 
reeulte de I'action de cascades d'enzymes convertibles et la partie inferieure du tableau 
est ajoutee pour faciliter la discussion de systemes de ce genre. 

En principe, les memes arguments s'appliquent aux enzymes qui n'obeissent pas 
aux lois de Michaelis et Menten. Une seule concession peut etre faite dans le cas 
des enzymes cooperatifs. Nous pouvons supposer que l'acquisition d'une activite 
catalytique elevee a eu moins d'importance au cours de 1'evolution que l'acquisi- 
tion d'un comportement regule. Ainsi, il est un peu moins evident que les cons- 
tantes de vitesse catalytiques de ces enzymes aient evolue jusqu'a atteindre les 
limites imposees par la chimie tout en restant a l'interieur des contraintes imposees 
par la structure. De toute maniere, il est virtuellement impossible d'obtenir des 
equations de vitesse utilisables pour un systeme cooperatif, a moins que des 
hypotheses soient introduites pour simplifier le systeme. L'hypothese de ce type la 
plus couramment utilisee consiste a considerer que la fixation du substrat est a 



5,0 


2,41 


6,0 


2,08 


8,0 


1,73 


10 


1,55 


15 


1,34 


20 


1,25 


50 


1,092 


100 


1,045 


1000 


1,0044 
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l'equilibre. Normalement la seule occasion ou cette hypothese n'est pas invoquee, 
est celle ou la cooperativite est entierement d'origine cinetique (§ 9.6.) En dehors, 
de ce cas particulier, Ricard et ses collaborateurs ont essaye de developper un 
authentique traitement de la cinetique d' interactions entre les sites (RICARD et 
Cornish-Bowden, 1987), mais cette proposition n'a pas ete adoptee par d'autres 
groupes, certainement parce que ce traitement genere des equations complexes, et 
qu'il est presque impossible d'obtenir des donnees experimentales suffisamment 
precises pour justifier cette complexity Un exemple des efforts consentis pour 
appliquer ces idees a un enzyme tetramerique, comme la fructose bisphosphatase 
des chloroplastes d'epinards, est presente dans la publication de Giudici-Orticoni 
et al. (1990.) En resume, bien que nous considerions que l'hypothese de fixation a 
l'equilibre repose sur une base theorique limitee, nous l'utiliserons, par souci de 
simplification, dans le reste de ce chapitre pour discuter des cinetiques d'enzymes 
oligomeriques. 



9.2.4. L'Squation d'ADAiR 

Supposons qu'un enzyme possede deux sites actifs 
qui fixent le substrat independamment et a l'equi- 
libre, avec des constantes de dissociation K sl et 
K s2 , comme le montre le schema de la figure 9.3. 

9.3 - Fixation du substrat 
sur deux sites independants 




A+E 



Si la meme reaction chimique se deroule independamment dans les deux sites avec 
des constantes de vitesse k x et k 2 , chaque site obeira alors de facon independante au 
modele de Michaelis et Menten avec une constante de Michaelis egale a la 
constante de dissociation appropriee, et avec une vitesse globale correspondant a la 
somme des vitesses pour les deux sites : 

h[E] [A] k 2 [E] Q [A] 



v = 



K sl + [AJ K s2 + [A] 



[9.11] 



La vitesse limite est la somme des vitesses limites pour chacun des deux 
sites, c'est-a-dire V = k { [ E ] Q +k 2 [ E ] . Si nous supposons, par simplicity, que 
les constantes catalytiques sont egales, alors nous pouvons ecrire que 
k\[E J = k 2 [E J =V/2,et l'equation [9. 1 1] peut etre ecrite de la facon suivante : 

v _ [A] t [A] 



V/2 K sl + [A] K s2 + [A] 



[9.12] 



Cette equation correspond a 1' analyse de la dissociation de proton en termes de 
constantes de dissociation (§ 8.2.4), mais le meme modele peut etre exprime en 
fonction des constantes de dissociation moleculaire (§ 8.2.5) : 
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[A] + [A] 2 



v = [9 13] 

K l+ 2[Al + [A£ 
K\ KyK 2 

Dans l'equation [9.13], iT, caracterise la fixation de la premiere molecule de 
substrat (sans tenir compte du site) et K 2 caracterise la fixation de la seconde 
molecule, c'est-a-dire K l =(2[EJ[AJ)/[EAJ et K 2 = ([EAJ[AJ)/2[EA 2 J. La 
relation entre ces constantes et les constantes de dissociation pour chaque site est 
donnee ci-dessous dans l'equation [9.16]. L'equation [9.13] est connue sous le nom 
dt equation d'ADAIR, puisque ADAIR (1925) a exprime la fixation de l'oxygene sur 
l'hemoglobine en utilisant une equation de la meme forme generale. Cette premiere 
equation etait neanmoins ecrite pour quatre sites de fixation plutot que pour deux, 
puisque l'hemoglobine peut fixer jusqu'a quatre molecules d'oxygene : 

[A] | 3[AJ 2 | 3[Af | [A]" 



1 | 4[A] | 6[A] 2 | 4[Af | [A] 4 ' 



Ky K\K 2 KyK 2 K 3 K l K 2 Ki ) K 4 

En plus d'etre ecrite pour quatre sites de fixation, l'equation [9.14] se caracterise 
par le remplacement du parametre v/V par un parametre Y, appele fraction de 
saturation parce qu'il represente la fraction des sites de fixation qui sont occupes 
par le ligand. Tout ceci decoule du fait que dans une authentique experience de 
fixation, il n'y a pas de vitesse, et par consequent pas de vitesse limite. Neanmoins, 
parce qu'il est difficile de mesurer directement la fixation d'un ligand avec une 
precision suffisante, une pratique courante consiste a mesurer d'autres variables, 
que se soient des vitesses ou des signaux spectroscopiques, pour ensuite les inter- 
preter comme des mesures de fixation. Dans le cas de la mesure de vitesses, nous 
avons deja discute dans le § precedent du probleme de determiner si la reaction de 
fixation peut etre consideree dans un etat d'equilibre ou dans un etat stationnaire, et 
nous ne reviendrons done pas sur ce point. Un second probleme est de savoir si une 
mesure de v/V peut etre assimilee a une mesure de Y. Cette assimilation revient a 
supposer que tous les sites actifs ont la meme constante catalytique : nous avions 
fait cette hypothese pour passer de l'equation [9.11] a l'equation [9.12], mais 
aucune raison ne permet d'affirmer que cette supposition est generalement vraie, 
d'autant qu'elle devient de moins en moins plausible lorsque nous considerons des 
modeles comportant un plus grand nombre de sites de fixation et des differences 
plus marquees entre leurs constantes de fixation. La meme complication survient si 
un signal spectroscopique est traite comme une mesure de fixation ; le probleme est 
neanmoins moins critique puisque, si la variation entre les constantes catalytiques 
pour differents sites peut etre importante, il est raisonnable de supposer que les 
effets spectroscopiques de la fixation sont similaires pour les differents sites 
concernes, meme s'ils ne sont pas tout a fait identiques. 
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II est utile d'examiner l'equation [9.14], l'equation pour quatre sites de fixation, 
puisqu'elle illustre mieux que l'equation [9.13] la forme generale de l'equation 
d'ADAIR pour un nombre arbitraire n de sites, et qu'elle montre de maniere plus 
explicite que les coefficients numeriques du numerateur (1,3,3,1) et du denomi- 
nateur (1,4,6,4,1) sont respectivement les coefficients binomiaux de n - 1 et de n. 

(n-l)i 

Les coefficients du numerateur sont donnes par — pour i allant de a 

U(n-l-i)! 

(n )' 

n - 1, et les coefficients du denominateur sont donnes par — - — pour i allant 

i!( n — i)! 

de a n. Ces coefficients sont souvent consideres comme des « facteurs statis- 
tiques ». Ainsi, il existe quatre facons de fixer une molecule de substrat sur une 
molecule d' enzyme possedant quatre sites vacants, mais une seule facon de disso- 
cier une molecule de substrat a partir d'un complexe ayant fixe une seule mole- 
cule de substrat : de cette situation resulte le facteur 4/1 (c'est-a-dire 4) du deno- 
minateur. De la meme maniere, il existe trois facons de fixer une seconde molecule 
de ligand, mais uniquement deux facons de dissocier une molecule a partir d'un 
complexe ayant fixe deux molecules. II en resulte que le facteur 4 precedent est 
multiplie par 3/2, dormant un facteur 6, et ainsi de suite. 

La maniere particuliere utilisee ici pour ecrire l'equation d'ADAIR, dans les 
equations [9.13] et [9.14], est choisie de sorte que les constantes de dissociation 
soient egales si tous les sites sont identiques et n'interagissent pas. Cette propriete 
est tres utile si nous souhaitons quantifier le degre de divergence par rapport a cette 
simple supposition. Les constantes defmies de cette maniere sont parfois appelees 
des constantes intrinseques, mais parce que ce nom est egalement employe pour 
designer les parametres que nous avons appeles constantes de dissociation d'un 
groupe, nous eviterons son emploi. Diverses variantes dans l'ecriture de l'equation 
dADAIR sont rencontrees dans la litterature, qui utilisent des coefficients nume- 
riques differents (de telle sorte que les constantes de dissociation ne sont plus 
egales les unes aux autres, meme dans le cas le plus simple), ou qui utilisent des 
constantes d'association plutot que de dissociation, ou encore dans lesquelles les 
produits de constantes d'association sont remplaces par des symboles speciaux, 

comme par exemple : ¥3 = . L'utilisation des constantes d'association est 

A 1 A 2 A3 

une pratique courante dans la litterature concernant l'hemoglobine et dans d'autres 
publications dont l'accent est mis sur la fixation plutot que sur la cinetique. 

Considerant, dans un souci de simplicite, le cas d'un enzyme a deux sites de fixa- 
tion, la relation entre les constantes moleculaires de dissociation de l'equation 
[9.13] et les constantes de dissociation des deux groupes de l'equation [9.12] peut 
etre obtenue en comparant l'equation [9.13] avec une autre version de l'equa- 
tion [9.12]: 
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Ainsi : 



V 



v 



1 + 




[9.16a] 



[9.15] 



K 2 



-^(K s1 + K s2 ) 



[9.16b] 



c'est-a-dire que K x est la moyenne harmonique et K 2 la moyenne arithmetique des 
constantes de dissociation de chaque groupe. 

II est evident, a partir de la conception ordinaire de la moyenne, que les valeurs de 
K\ et K 2 sont egales l'une a 1' autre et aux constantes de dissociation des groupes, si 
ces dernieres sont egales l'une a l'autre. Une relation plus interessante est celle 
obtenue lorsque les constantes de dissociation de chacun des groupes sont diffe- 
rentes. Celle-ci est obtenue en considerant le rapport K 2 /K 1 obtenu a partir des 
equations [9.16a] et [9.16b] : 



Puisque le deuxieme et le troisieme termes de cette equation varient de maniere 
opposee quand le rapport K s2 /K A varie, nous pourrions imaginer, a premiere vue, 
que la valeur du rapport K 2 /K 1 peut etre soit plus grande, soit plus petite que 1. 
En fait, la situation est plus simple parce que pour un nombre positif et sa reci- 
proque, le nombre le plus grand est plus eloigne de 1 que ne Test le plus petit (par 
exemple 3 est plus eloigne de 1 que ne Test 1/3) et, en consequence, la somme 
definie par l'equation [9.17] ne peut pas etre inferieure a 1 ou : 



Pratiquement, cela signifie que la seconde molecule se fixera toujours moins 
fermement que la premiere, exactement comme nous le presentons dans les 
experiences de la vie courante avec des objets a notre echelle : il est plus facile de 
detacher quelque chose qui est attache de maniere peu solide que quelque chose qui 
est fixe plus fermement. 

Les implications de l'equation [9.18] pour la cooperativite ne sont pas faciles a 
deriver algebriquement, meme en utilisant 1' index de cooperativite de TAKETA et 
POGELL (§ 9.2.2), parce que, resoudre l'equation 9.13 pour [A] apres avoir fixe 
v/V egal a 0,1 ou a 0,9, conduit a des expressions dont les significations ne sont 
pas claires. Neanmoins, il est facile de demontrer numeriquement, en calculant les 
courbes pour differentes valeurs de K 2 /K 1 , qu'aussi longtemps que l'equation 
[9.18] est respectee, le resultat est toujours une cooperativite negative, c'est-a-dire 
que R a > 81 ou que h < 1 (voir l'equation [9.10]). En conclusion, l'hypothese 




[9.17] 



K, < K 2 



[9.18] 
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impliquee dans le schema de la figure 9.3 ne permet pas d'expliquer une coope- 
rativite positive. Le probleme ne reside pas dans l'hypothese d'une fixation sur 
deux sites, qui est raisonnable, mais reside dans l'hypothese que la fixation est 
independante, c'est-a-dire qu'un processus de fixation n'a pas d'influence sur 
l'autre. En exprimant cela de maniere opposee, nous pouvons dire que lorsque nous 
observons une cooperativite positive, nous pouvons etre certain que la fixation sur 
des sites differents n'est pas independante. (La cooperativite negative peut egale- 
ment impliquer des interactions entre les sites, mais, a 1' inverse de la cooperativite 
positive, cette implication n'est pas obligatoire.) 

9.2.5. Definitions mecaniques et operationneiiee de ia cooperativite 

L'equation d'ADAlR, [9.13], est plus generale que le modele a partir duquel nous 
l'avons derivee, puisqu'elle peut toujours definir le comportement du systeme 
meme si l'equation [9.18] n'est pas respectee. En pratique, elle est le plus souvent 
utilisee pour decrire une cooperativite positive qu'une cooperativite negative. Elle 
permet de donner une definition mecanique de la cooperativite qui peut etre 
comparee avec la definition purement empirique en terme de R a (§ 9.2.2) ou avec la 
definition pseudo-mecanique en termes de h (§ 9.2.1). D'un point de vue qualitatif, 
les trois definitions sont equivalentes, du moins si nous considerons uniquement 
des enzymes a deux sites de fixation : si nous defmissons la cooperativite positive 
par la relation K 2 < K u alors cela implique que R a < 81 et que h > 1. Les choses se 
compliquent lorsqu'il existe plus de deux sites de fixation, puisqu'il est possible, 
avec des equations telles que l'equation [9.14], d'avoir des relations telles que 
K 1 > K 2 ~ K 3 < K 4 comme c'est le cas pour la fixation du NAD ox sur la glyceral- 
dehyde-3-phosphate dehydrogenase de la levure (COOK et Koshland, 1970). 
D'un point de vue mecanique, c'est clairement un melange de cooperativite 
positive et de cooperativite negative, mais un tel melange n'est pas possible avec le 
parametre R a , puisque ce dernier est un nombre unique qui doit etre soit superieur, 
soit inferieur a 8 1 , mais qui ne peut pas etre simultanement superieur et inferieur. 

Cette situation n'est done pas satisfaisante, et nous pouvons nous demander s'il 
n'est pas possible de donner une definition operationnelle de la cooperativite qui 
rende compte de la complexite rencontree dans la nature. Whitehead (1978) a fait 
remarquer que le coefficient de HILL fournit une telle definition. Considerons la 

quantite Q = [AJ— — — , qui est une constante equivalente a la constante de 

y 

dissociation si le systeme ne comprend qu'un seul site de fixation, ou s'il comprend 
n sites identiques et independants (c'est-a-dire si toutes les constantes d'ADAlR 
satisfont la relation K 1 = K 2 = ... = K„). Toutefois, si Q diminue lorsque [A] aug- 
mente, c'est-a-dire si dQ/d[ A ] est negatif, alors il est clair que la fixation devient 
progressivement plus forte lorsqu'une plus grande proportion de ligand se fixe ; il 
est alors raisonnable de dire que le systeme presente une cooperativite positive a la 
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valeur particuliere de [A] a laquelle une valeur negative de dQ/d[AJ a ete 
observee. Les systemes non cooperatifs et a cooperativite negative peuvent etre 
definis de facon similaire. Pour toute fonction de fixation, le signe de dQ/dfAJ 
est oppose a celui de (h - I) ; c'est-a-dire que dQ/d[A J est negatif, egal a zero ou 
positif selon que la valeur de h est superieure, egale ou inferieure a 1 ; en 
consequence, une definition de la cooperativite en termes de coefficient de Hill est 
exactement equivalente a la definition plus rationnelle proposee par WHITEHEAD. 
Cette conclusion est entierement independante de toute consideration concernant la 
validite physique ou descriptive de l'equation de HILL. 

La definition de la cooperativite, etablie sur la base du coefficient de Hill n'est pas 
necessairement equivalente a une definition etablie sur la base des constantes 
d'ADAlR, s'il existe plus de deux sites. II est alors necessaire de considerer quelle 
relation relie ces deux definitions. CORNISH-BOWDEN et KOSHLAND (1975) ont 
explore cette question a un niveau purement descriptif, et ils ont decouvert qu'il 
existe une correspondance proche mais pas exacte, entre elles. En guise d'exemple, 
considerons les donnees presentees dans la figure 9.4. La courbe a une pente 
superieure a 1 pour les faibles concentrations de ligand, en accord avec la relation 
K\ > K 2 ~ K 3 < K 4 mentionnee au debut de ce paragraphe, qui avait ete obtenue en 
ajustant les donnees sur l'equation d' Adair. 




-6 -5 -4 -3 hg[NAD oy J 

9.4 - Graphic\ue de Hill pour la fixation du NAD 0X 
sur la glyceraldehyde 3-phoephate deehydrogenaae 

Le graphique preeente les donnees de COOK et Koshland (1970) recalculees comme decrit 
par Cornish- 50WDEN et Koshland (1975). La forme de la courbe suqqere que les cons- 
tantes d' Adair (dans l'equation [9.15]) satisfont la relation K, > K Z ~K 3 < K 4 , en accord 
avec les valeurs sulvantes obtenues par ajustement de la courbe (CORNiSH-dOWDEN et 
Koshland, 1975) : K, = 0,217 mM, K z = 0,0067 mM, K 3 = 0,013 mM, K 4 = 0,Z&6 mM. 
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CORNISH-BOWDEN et KOSHLAND ont examine de nombreux graphiques de HILL, 
et ont observe que ce type de correspondance s'appliquait dans la plupart des cas. 
En resume, bien que les definitions de la cooperativite basees sur le graphique de 
Hill et sur l'equation d'ADAlR ne soient pas exactement equivalentes, elles sont 
qualitativement similaires et il n'y a aucune difficulty a continuer de les utiliser 
comme des definitions acceptables : la definition du graphique de HILL s'applique 
de maniere plus generale, mais la definition de l'equation d'ADAIR a une meilleure 
signification physique dans les circonstances ou elle peut etre utilisee. 

Malheureusement, il n'existe aucune procedure simple qui permette a partir d'un 
ensemble de constantes d'ADAIR d'obtenir les parametres de l'equation de Hill 
qui represented au mieux les donnees. Non seulement il n'existe pas de correspon- 
dance exacte entre les mesures de la cooperativite, comme nous venons d'en dis- 
cuter, mais il n'est meme pas facile de calculer la concentration de demi-saturation 
(K 05 dans l'equation [9.3]), excepte dans certains cas ; le mieux que Ton puisse dire 
est que la valeur ainsi calculee se trouve dans la gamme des constantes d'ADAIR 
(elle est plus petite que la plus grande et plus grande que la plus petite). Ce constat 
est particulierement decevant si nous considerons que la concentration de demi- 
saturation, comme le coefficient de HILL lui-meme, est un parametre experimental 
important qui est tres utile pour comparer les courbes entre elles. 

9.3. AJU5TEMENT INPUIT 

Les premieres theories decrivant la cooperativite de l'hemoglobine supposaient que 
les sites de fixation de l'oxygene sur chaque molecule devaient etre suffisamment 
proches les uns des autres pour interagir electroniquement. Cette hypothese a ete 
exposee explicitement par Pauling (1935), mais elle etait deja contenue dans les 
idees de Hill et d'ADAIR. En effet, si les sites de fixation sont proches les uns des 
autres, il n'y a pas de problemes mecaniques pour expliquer la cooperativite : il 
n'est pas necessaire, par exemple, de considerer un mecanisme de changement de 
conformation ou tout autre mecanisme exotique pour expliquer qu'une molecule de 
quinone fixe ou 2 atomes d'hydrogene, et non 1, c'est-a-dire pour expliquer que 
la fixation des atomes d'hydrogene sur la quinone est caracterisee par un coeffi- 
cient de HILL egal a 2. Toutefois, quand la structure tridimensionnelle de l'hemo- 
globine a ete determinee (Perutz et al., 1960), il est clairement apparu que les 
groupes heminiques sont distants de 2,5-4,0 nm, c'est-a-dire qu'il sont trop eloignes 
pour interagir par n'importe laquelle des manieres qui avaient ete envisagees. 
Malgre tout, des interactions a longue distance se produisent dans toutes les 
proteines a cooperativite positive, et probablement dans la plupart des autres cas 
egalement, et toutes les theories modernes expliquent celles-ci par la flexibilite de 
la proteine. Dans ce sens limite, elles derivent de la theorie de l'ajustement induit 
de Koshland (1958, 1959), et le theme de ce § est d'examiner les bases experi- 
mentales et conceptuelles de cette theorie. 
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Le haut degre de specificite que les enzymes montrent pour leur substrat a impres- 
sionne les biochimistes depuis le debut de l'etude des enzymes, longtemps avant 
que ne soient connues leurs structures physiques et chimiques. FISCHER (1894) 
etait particulierement impressionne par la capacite des organismes vivants a distin- 
guer totalement des molecules de sucre qui different legerement et a des positions 
tres eloignees des sites de reaction. Pour expliquer cette capacite, il proposa que le 
site actif d'un enzyme soit l'emprunte negative de son (ses) substrat(s), et qu'il 
catalyse les reactions uniquement avec les composants qui s'y inserent precise- 
ment. Cela est similaire au mode d'interaction par lequel une clef s'insere dans une 
serrure, et cette theorie d' action enzymatique est connue sous le nom de modele 
clef-serrure de Fischer (§ 3.1.2 et figure 3.2). Pendant de nombreuses annees, 
cette theorie semblait expliquer tous les faits connus de la specificite enzymatique, 
mais lorsque des recherches plus detaillees furent effectuees, il y eut de plus en 
plus d'observations qui etaient difficiles a expliquer avec un site actif rigide, comme 
FISCHER l'avait envisage dans sa theorie. Par exemple, l'existence d'enzymes pour 
des reactions impliquant deux substrats, dans lesquelles les substrats doivent se 
fixer dans un ordre precis, fournit une preuve de ce probleme, comme nous en 
avons discute dans le § 6.2.1. Un exemple plus frappant, remarque par KOSHLAND, 
etait l'absence de reactivite de l'eau dans differentes reactions catalysees par des 
enzymes, ou le modele clef-serrure predit une reaction. Considerons, par exemple, 
la reaction catalysee par l'hexokinase de levure : 

Glucose + MgATP =<=t Glucose 6-phosphate + MgADP [9.21] 

L'enzyme de levure n'est pas particulierement specifique pour son substrat : il 
accepte non seulement le glucose, mais egalement d'autres sucres, comme le fruc- 
tose ou le mannose. Toutefois, l'eau ne reagit pas, meme si elle peut difficilement 
ne pas saturer le site actif de l'enzyme, avec une concentration de 55 M, environ 
7 x 1 6 fois superieure a la constante de MlCHAELIS pour le glucose, et que chimi- 
quement, elle est au moins aussi reactive que les sucres qui reagissent. 

KOSHLAND proposa que cette observation et d'autres constituaient une preuve 
evidente d'un site actif flexible ; il proposa que le site actif d'un enzyme a la 
capacite de s'ajuster precisement au substrat, mais qu'il n'adopte cette confor- 
mation complementaire du substrat que lorsque ce dernier se fixe. Cet ajustement 
de conformation accompagnant la fixation du substrat conduit a l'alignement 
correct des groupes catalytiques de l'enzyme avec le site de reaction du substrat. 
Avec cette hypothese, les proprietes de l'hexokinase de levure peuvent etre faci- 
lement expliquees : la molecule d'eau peut certainement se fixer dans le site actif 
de l'enzyme, mais elle n'a pas une taille suffisante pour induire le changement de 
conformation necessaire a la catalyse. 

La theorie de KOSHLAND est connue sous le nom d' 'hypothese de V ajustement induit 
(figure 3.5), pour souligner ses differences avec la theorie de FISCHER, qui suppose 
que la complementarite entre l'enzyme et le substrat preexiste, et ne doit pas etre 
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induite. L'analogie avec la complementarite clef-serrure peut etre etendue, en 
assimilant le concept de Koshland a une serrure de type Yale, dans laquelle la 
clef ne peut s'inserer qu'en realignant les gorges de la serrure, permettant ainsi, 
l'ouverture de celle-ci. Neanmoins, une meilleure analogie est probablement celle 
d'un gant, qui est capable de s'ajuster exactement a une main, mais qui ne s'ajuste en 
realite que lorsque la main est inseree dans le gant. Cette analogie a le merite addi- 
tionnel d'illustrer le caractere stereochimique essentiel de la structure d'un enzyme : 
meme si un gant gauche et un gant droit peuvent sembler similaires, un gant gauche 
ne peut pas s'ajuster a une main droite. 

La theorie de l'ajustement induit a eu d'importantes consequences dans de nom- 
breuses branches de l'enzymologie (voir par exemple le § 6.2.1), mais elle a ete 
particulierement importante pour la comprehension des proprietes allosteriques et 
cooperatives des proteines, car elle fournit une explication simple et plausible des 
interactions a longues distances. En considerant qu'une proteine combine la rigidite 
avec une flexibilite controlee, comme une paire de ciseaux, un changement de 
conformation induit par le substrat se deroulant dans une partie de la molecule peut 
se transmettre sur quelques nanometres vers une autre partie. 

9.4. M0PELE5 M0DERNE5 DE COOPERATIVITE 

9.4.1. Le modele symetric[ue de Monod, Wyman et Changeux 

Les interactions cooperatives observees avec l'hemoglobine ne represented pas un 
cas unique ou des interactions existent entre des sites largement separes dans 
l'espace ; des interactions a longues distances existent aussi avec d'autres proteines 
cooperatives, et avec de nombreux enzymes impliquant des effets allosteriques. Un 
exemple frappant est celui de l'inhibition allosterique de la phosphoribosyl-ATP- 
pyrophosphorylase par l'histidine. MARTIN (1963) a decouvert qu'un traitement 
doux de cet enzyme par les ions Hg 2+ detruit la sensibilite de l'activite catalytique a 
l'histidine, mais n'affecte ni l'activite non-inhibee, ni la fixation de l'histidine. En 
d'autres termes, l'ion metallique n'interfere ni avec le site catalytique, ni avec le site 
allosterique, mais avec la connexion qui les relie entre eux. MONOD, CHANGEUX et 
Jacob (1963) ont etudie de nombreux exemples de phenomenes cooperatifs et 
allosteriques, et ont conclu que ces phenomenes sont fortement apparentes et qu'ils 
peuvent vraisemblablement s'expliquer par la flexibilite de la conformation de 
l'enzyme. Plus tard, MONOD, WYMAN et CHANGEUX (1965) ont propose un modele 
general permettant d'expliquer les deux phenomenes par un simple ensemble de 
postulats. II est souvent fait reference a ce modele sous le nom de modele allo- 
sterique, mais le terme de modele symetrique est preferable parce qu'il met en 
evidence la difference principale avec les modeles alternatifs, et parce qu'il evite 
l'association contestable des effets allosteriques et cooperatifs. 
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Le modele symetrique tire son origine de 1' observation que chaque molecule d'une 
proteine cooperative typique contient plusieurs sous-unites. En effet, cette carac- 
teristique est necessaire pour expliquer la cooperativite de fixation a l'equilibre, 
meme si elle n'est pas requise pour expliquer la cooperativite cinetique, comme 
nous en discuterons dans le § 9.6. Par souci de simplicity, nous decrirons le modele 
symetrique pour la fixation d'un substrat A sur une proteine dont le nombre n de 
sous-unites est 2 et en mentionnant les resultats pour un nombre non-specifie de 
sous-unites, lorsque ceux obtenus avec n = 2 ne represented pas de maniere 
adequate le cas general. Tout nombre de sous-unite plus grand que 1 est possible, et 
n'importe quel autre type de ligand (inhibiteur ou activateur) peut remplacer un 
substrat. 

Le modele symetrique est base sur les postulats suivants : 

► Chaque sous-unite peut exister dans deux conformations distinctes, designees par 
R et par T. A l'origine, ces denominations signifiaient respectivement relaxe et 
tendu, et decoulaient de l'idee que la proteine devait se relaxer afin de fixer le 
substrat, mais elles sont considerees de nos jours uniquement comme des 
symboles. 

► A tout moment, toutes les sous-unites d'une molecule doivent etre dans la meme 
conformation ; pour une proteine dimerique, seules les conformations R 2 et T 2 
sont permises. La conformation mixte RT est interdite. Cette condition devient 
beaucoup plus restrictive pour les enzymes contenant plus de deux sous-unites. 
Par exemple, pour n = 4, les etats permis sont R 4 et T 4 , alors que R 3 T, R 2 T 2 , et 
RT 3 sont interdits. 

► Les deux etats de la proteine sont relies par un equilibre decrit par une constante 
d'equilibre L = [T 2 J/[R 2 J. 

► Un ligand peut se fixer sur une sous-unite quelle que soit sa conformation, mais 
les constantes de dissociation sont differentes : K R = [RJfAj/ [RAJ pour cha- 
que sous-unite dans la forme R, K T = [T J [AJ / [RAJpouv chaque sous-unite 
dans la forme T. Le rapport K R / K T est parfois represents par c, mais ici nous 
utiliserons la forme plus explicite. 

Ces postulats impliquent un ensemble d'equilibres entre les differents etats comme 
le montre le schema de la figure 9.5, et les concentrations des six formes de la pro- 
teine sont reliees entre elles par les expressions suivantes : 




[9.22] 



[R 2 A 2 ] 



\[R 2 A][A] _ [R 2 ][A] 2 



[9.23] 



[T 2 A] 



[T 2 ] = L[R 2 ] 

2[M£A1 = 2L£MIA1 



[9.24] 



[9.25] 
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[T 2 A 2 ] = 



\[T 2 A][A] _ L[R 2 J[AJ 2 



[9.26] 



2[A]/K T 



93 - Modhie symetric\ue 
de Monod, Wyman et Changeux (1965) 
iiiuetre ici pour le cas d'une proteine 
poseedant deux sites de fixation 



R 2 A 

Dans chaque equation, le facteur « statis- 
tique » 2, 1/2 ou 1 provient du fait que les 
constantes de dissociation sont defmies pour 
des sites individuels mais que les expressions 
sont ecrites pour les molecules completes. 

Par exemple, K R = LMLAl = UJklLAL 
[RAJ [R 2 AJ 

parce qu'il existe deux sites vacants sur chaque molecule R 2 et un site occupe sur 
chaque molecule R 2 A. 

La fraction de saturation, Y, est defmie, comme precedemment, comme la fraction 
des sites occupes par un ligand, et prend la forme suivante : 




\I2[A]IK T 



R 2 A 2 



T 2 A 2 



Y = 



[R 2 A] + 2[R 2 A 2 ] + [T 2 A] + 2[T 2 A 2 ] 
2([R 2 ] + [R 2 A] + [R 2 A 2 ] + [T 2 ] + [T 2 A] + [T 2 A 2 ]) 



[9.27] 



Au numerateur, la concentration de chaque forme de la molecule est comptabilisee 
en accord avec le nombre de sites occupes qu'elle contient (et done les molecules 
vides ne sont pas prises en compte), mais au denominateur, chaque forme de la 
molecule est comptabilisee en accord avec le nombre total de sites qu'elle contient, 
qu'ils soient ou non occupes, et done chaque terme de concentration est multiplie 
par le meme facteur 2. En substituant les concentrations par les equations [9.22] a 
[9.26], nous obtenons : 



Y = 



[A] | [A] 2 | LfAJ | L[AJ 2 

Kr K 2 K t 

l + 2 fAl + fA£ + L+ 2LfA 1+ LfA^ 

K R K R K T K T 

( r a i~\ r a i ( 



l+ m)£AL +L 

K R ) K R 



1 + 



[A]\[A] 



[9.28] 



1 + 



[A] 
K R 



+ L 



1 + 



[A] ) 
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Puisque la facon de generaliser ces equations pour les cas impliquant plus de deux 
sous-unites peut ne pas sembler evidente, nous presentons ci-dessous l'equation 
correspondante pour une valeur non-precisee de n : 

\n-l / \n—\ 

[A]) [A] , T ( u [A]\ [A] 
Kr ) Kt 



Y = A V ^_ [9 29] 



1 + ^| + Z 

Kr 



l+ £Al 

Kt 



La forme de la courbe de saturation defmie par l'equation [9.29] depend des 
valeurs de n, de L et de K R /K T , comme nous pouvons l'illustrer en attribuant des 
valeurs extremes a ces constantes. Si n = 1, c'est-a-dire s'il n'y a qu'un seul site de 

[A J 

fixation par molecule, l'equation se simplifie pour donner Y = — avec 

K RT +[A] 

K RT = — — qui est une constante de dissociation composite, qui tient compte 

— + — 
K R K T 

du fait que les formes R et T participent dans la fixation. La complexite de cette 
constante de dissociation ne doit cependant pas faire oublier qu'il s'agit d'une 
constante, et done qu'aucune cooperativite n'est possible si n = 1. 

Si L = 0, la forme T de la proteine n'existe pas, quelles que soient les conditions, et 
le facteur 1 1 + -^-^- 1 s'annule au numerateur et au denominateur, laissant une 

[A J 

equation de la forme Y = — - — - — qui predit une fixation hyperbolique (non 

K R +[A] 

cooperative) avec une constante de dissociation K R . Une simplification similaire 
peut etre faite si L tend vers l'infini, c'est-a-dire si la forme R n'existe pas : dans ce 

cas, Y = — — . II apparait ainsi que la presence des deux formes, R et T, est 
K T + [ A ] 

necessaire pour que la cooperativite soit possible. 

II est egalement necessaire, que les deux formes soient fonctionnellement diffe- 
rentes l'une de l'autre, c'est-a-dire que K R ^ K T . Si K R =K T , il est encore possible 

[A 1 1 

1 + - — — , ce qui conduit a une expression hyper- 



d'annuler le facteur commun 



V K R j 

bolique. Ceci indique que dans le cas ou le ligand se fixerait de maniere identique 
sur les deux formes de la proteine, les proportions relatives dans lesquelles celles-ci 
existent ne seraient pas affectees par la fixation. 

A l'exception de ces cas speciaux, l'equation [9.29] predit une cooperativite 
positive, comme nous pouvons le constater en multipliant entre eux les facteurs 
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1 + 



LAI 



et 1 + 



LAI 



et en rearrangeant le resultat sous la forme de 1' equa- 



tion d' Adair. Dans le cas du dimere, l'equation [9.28] devient : 



Y = 



l/K R + L/K T 
l + L 



( 



[A] + 



i/k^+l/k? 

l + L 



[Af 



1 + 2 



l/K R +L/K T 
l + L 



[A] + 



'i/k^+l/k^ 

l + L 



[9.30] 



[Ap 



En comparant cette equation avec l'equation [9.13], nous obtenons les expressions 
suivantes pour les deux constantes d'ADAlR : 

l + L 



K< = 



K 7 = 



(l/K R ) + (L/K T ) 

(l/K R ) + (L/K T ) 
(l/K^ + fL/K?) 



et leur rapport est donne par : 

[(l/K R ) + (L/K T )] 



I { 2L 

K R K R K T 



+ 



\ + \ + \ + ^ 

ts2 js2 jsl 
A„ K T A„ 



[9.31a] 



[9.31b] 



[9.32] 



[(l + L)][(l/Ki) + (L/K?)] 

i R K T K R K T 

Puisque les termes exterieurs dans l'expression distribuee du numerateur et du 
denominateur sont les memes, il est seulement necessaire d' examiner les termes 
centraux et comme 2xy est plus petit que x 2 + y 2 quelles que soient les valeurs de x 
et de y. II en decoule que K 1 > K 2 , c'est-a-dire que le modele predit une coo- 
perativite positive dans les termes de l'equation d' ADAIR. Des relations similaires 
s'appliquent entre toutes les paires de constantes d'ADAlR dans le cas general ou la 
valeur de n n'est pas precisee, et done le modele predit une cooperativite positive a 
tous les stades du processus de fixation. 

Parce que cette conclusion est algebrique et non intuitive, il est utile d'examiner un 
dernier cas special, dans lequel K T est infini, c'est-a-dire que A se fixe uniquement 
sur l'etat R. C'est une application naturelle de l'idee de l'ajustement induit, bien 
que ce ne soit pas une caracteristique essentielle du modele symetrique comme le 
proposait MONOD, WYMAN et CHANGEUX. Quand K T est infini, l'equation [9.28] 
se simplifie sous la forme suivante : 

\ + LAl\LAl 

v K R ) K R 



Y = 



L + 



1 + 



LAI 
K R 



[9.33] 



qui ne correspond pas a une equation hyperbolique de fixation uniquement a cause 
de la presence de la constante L au denominateur. Quand [A ] est suffisamment 
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elevee, cette constante devient negligeable vis-a-vis du reste du denominateur, et la 
courbe tend vers une hyperbole. Mais quand [A] est faible, la constante domine le 
denominateur et se traduit par une augmentation faible de 7 a partir de l'origine 
lorsque [A] augmente a partir de zero. En d'autres termes, aussi longtemps que la 
valeur de L est significativement differente de zero, la courbe de Y en fonction de 
[A ] est sigmo'fde. 

Quand K R ^K T , la pente de la courbe, c'est-a-dire le degre de cooperativite, n'aug- 
mente pas indefmiment quand L augmente, mais elle passe par un maximum pour 
L 2 =K% /K£ (Rubin et Changeux, 1966). Quand cette relation est respectee, la 
concentration a demi-saturation (K 05 de l'equation [9.3]) est egalement donnee par 
une expression simple : K 5 = -^K R K T . Neanmoins, comme nous pouvons le voir 

a partir des courbes de fixation representatives calculees a partir de l'equation 
[9.28], et presentees dans la figure 9.6, il s'agit en general d'une estimation peu 
fiable ; le mieux que nous puissions dire, est que la concentration de demi-satura- 
tion est comprise entre K R et K T . 




-3 -2 -1 1 2 3 log/^7 



9.6 - Courbes de fixation pour le modele symetric\ue 

Lee courbes eont calculees a partir de l'equation [9.23], en utlllsant un rapport 
K T IK R = 100 et dee valeure de L comme indique. Pans lee qraphlquee de Scatchakd 
correepondante, presentee dans I'lneert euperleur qauche pour des valeure falblee de L, les 
cas extremes (L = O pour une forme K pure et L = °° pour les formes pures K et T) sont 
des droites alors que les cas intermedialres sont des courbes dont la courbure est dlrlqee 
vers le bas. Les courbes extremes sont hyperboliques lorsque Y est porte en fonction de 
[A], alors que les courbes intermedialres sont slqmdides, comme lllustre pour des valeurs 
falbles de L dans I'lnsert Inferleur droit. 
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MONOD, WYMAN et CHANGEUX ont distingue les effets homotropes ou interactions 
entre des ligands identiques, et les effets heterotropes ou interactions entre des 
ligands differents, comme un substrat et un effecteur allosterique. Comme nous 
l'avons vu, le modele symetrique implique que les effets homotropes se mani- 
fested obligatoirement par une cooperativite positive, mais il n' impose aucune 
restriction sur les effets heterotropes, qu'il peut accommoder sans complexity 
supplemental ; c'est en realite une de ses caracteristiques les plus interessantes. 
Si un second ligand B se fixe preferentiellement sur l'etat R de la proteine, c'est-a- 
dire sur l'etat egalement prefere par A, mais sur un site different de celui de A (de 
sorte qu'il n'y a aucune competition entre eux), il facilitera la fixation de A en 
augmentant la disponibilite des molecules dans l'etat R ; il agira ainsi en tant 
qu' 'effecteur heterotrope positif ou activateur allosterique. D'un autre cote, un 
ligand C, qui se lie preferentiellement a l'etat T, qui fixe A faiblement ou pas du 
tout, aura l'effet oppose : il empechera la fixation de A en reduisant la disponibilite 
des molecules dans l'etat R, et agira ainsi en tant qu' 'effecteur heterotrope negatif 
ou inhibiteur allosterique. Si chaque fixation est exclusive, c'est-a-dire si chaque 
ligand se fixe soit sur l'etat R, soit sur l'etat T, mais pas sur les deux, l'equation de 
fixation resultante pour A, modifiee par la presence de B et C, est particulierement 
simple, et peut etre ecrite de la maniere suivante : 

( l+ Ml)fAl fi+^Zlw 

Y = I K * ) K * i = 1 J _ [9.34] 

r l + [C]/K CT ^~ 



Lapp + 



K R 



1 + [B]/K B 



+ 



1 + 



La constante allosterique L est alors remplacee par une valeur apparente, L app , qui 
augmente avec la concentration d' inhibiteur et diminue avec la concentration 
d' activateur, refletant la capacite respective des inhibiteurs et des activateurs a 
deplacer l'equilibre par rapport a l'etat qui favorise la fixation du substrat. Dans le 
cas general ou les ligands ne se fixent pas de facon exclusive a l'un ou 1' autre etat, 
le comportement est naturellement plus complique, mais nous pouvons toujours 
obtenir une idee raisonnable du comportement du systeme en examinant la 
figure 9.6 a la lumiere de l'equation [9.34]. 

Des concentrations elevees d'effecteur allosterique de n'importe quel type contri- 
buent clairement a reduire la cooperativite, puisque ceux-ci poussent la proteine a 
ressembler soit a la forme R, soit a la forme T, mais il peut y avoir des effets dans 
la direction opposee a de faibles concentrations si la valeur de L (la valeur de L app 
en absence d'effecteur) n'est pas optimale. Considerons, par exemple, les 
constantes utilisees pour construire la figure 9.6 avec L= 10. N'importe quelle 
concentration d' activateur tendra a reduire la valeur de L app , l'eloignant de plus en 
plus de la valeur L app =100 (la racine carree de 10 4 , et done la valeur donnant une 
cooperativite maximale) et rendant la fixation moins cooperative. Toutefois, l'ajout 
d'un inhibiteur allosterique augmentera initialement la cooperativite, passant par un 
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maximum pour L app = 100, mais une fois ce maximum atteint, l'augmentation 
supplemental de la concentration d'inhibiteur tendra a reduire la cooperativite. Si 
la valeur de L est superieure a 100 plutot qu'inferieure, l'activateur augmentera la 
cooperativite a faibles concentrations, alors que l'inhibiteur diminuera la coope- 
rativite quelle que soit sa concentration. Une complication survient si nous 
considerons qu'un inhibiteur competitif ordinaire (non-allosterique) se fixe sur 
l'etat R au meme site que le substrat A. Ce cas est considere dans le probleme 9.4 a 
la fin de ce chapitre. 

Les proprietes de fixation de la phosphofructokinase d'E. coli ont ete etudiees de 
maniere extensive par BLANGY, BUC et MONOD (1968) : sur une large gamme de 
concentrations d'ADP et de phosphoenolpyruvate, qui sont respectivement un 
activateur et un inhibiteur allosteriques de l'enzyme, la fixation du substrat, le 
fructose 6-phosphate, s'est averee en parfait accord avec les predictions du modele 
symetrique. Neanmoins, celui-ci ne peut etre considere comme une explication 
complete de la cooperativite de fixation, parce qu'il ne permet pas d'expliquer un 
certain nombre de phenomenes observes, comme la cooperativite negative, et que 
certains de ces postulats ne sont pas convaincants. Par exemple, l'hypothese 
centrale de symetrie de conformation n'est pas aisement explicable en termes de 
structure. De plus, pour beaucoup d'enzymes, il est necessaire de postuler l'exis- 
tence d'un systeme K parfait, qui signifie que les etats R et T de l'enzyme ont des 
proprietes catalytiques identiques en depit du fait qu'ils ont des proprietes de 
fixation largement differentes. Ces aspects problematiques du modele symetrique 
ont conduit a la proposition de modeles alternatifs. 

9.4.2. Le modele eec\uentie\ de Koshland, Nemethy et Filmer 

Bien que le modele symetrique incorpore l'idee d'un certain determinisme dans la 
flexibilite de la conformation, il s'ecarte de la theorie de l'ajustement induit, en 
autorisant la fixation des ligands aux conformations R et T bien qu'avec des cons- 
tantes de fixation differentes. Koshland, Nemethy et Filmer (1966) ont montre 
qu'une application plus orthodoxe de l'ajustement induit, connue sous le nom de 
modele sequentiel, peut egalement rendre compte de la cooperativite. Comme 
MONOD, WYMAN et CHANGEUX, ils ont postule 1' existence de deux conformations, 
qu'ils ont appelees les conformations A et B, et qui correspondent respectivement 
aux conformations T et R. Cette inversion de l'ordre dans lequel ces conformations 
etaient designees, a quelques fois ete une source de confusion. Pour cette raison 
mais egalement pour nous permettre de continuer a utiliser le symbole A pour desi- 
gner le substrat, nous utiliserons ici les symboles T et R 2 . A 1' oppose de MONOD, 



2. Koshland, Nemethy et Filmer ont egalement suivi la « convention de I'hemo- 
globine » consistant a exprimer leur modele en terme de constante d'association, 
mais pour faciliter la comprehension du modele de Monod, Wyman et Changeux, et 
pour rester consistant avec le reste de cet ouvrage, nous emploierons ici des 
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Wyman et Changeux, Koshland, Nemethy et Filmer ont suppose que la 
conformation R est induite par la fixation d'un ligand, de telle sorte que le substrat 
ne se lie que sur la conformation R, que la conformation R existe uniquement 
lorsqu'un substrat est fixe sur la proteine, et que la conformation T n'existe que si 
le substrat n'est pas fixe. 

Koshland, Nemethy et Filmer ont postule que la cooperativite existe parce que 
les proprietes de chaque sous-unite sont modifiees par la conformation des sous- 
unites voisines. La meme hypothese est implicite dans le modele symetrique, mais 
elle est mise en evidence dans le modele sequentiel, qui met plus 1' accent sur les 
details de l'interaction, et evite l'hypothese arbitraire selon laquelle toutes les sous- 
unites d'une meme molecule doivent etre simultanement dans la meme confor- 
mation. Par consequent, l'existence de formes hybrides, tels que TR dans le cas 
d'un dimere ou T 3 R, T 2 R 2 et TR 3 dans le cas d'un tetramere, n'est pas simplement 
autorisee mais est rendue obligatoire par l'hypothese d'un mecanisme strict d'ajus- 
tement induit. 

Parce que le modele symetrique ne prend pas en compte les details des interactions 
entre les sous-unites, il n'etait pas necessaire dans le § 9.4.1 de considerer la 
geometrie de 1' association des sous-unites, c'est-a-dire la structure quaternaire de la 
proteine. Inversement, le modele sequentiel necessite de considerer la geometrie de 
la molecule pour toute proteine ayant plus de deux sous-unites, puisque differents 
arrangements de ces sous-unites entrainent differentes equations de fixation. Par 
souci de simplification, nous considererons ici le cas d'un dimere, et nous igno- 
rerons la question de geometrie, mais il faut garder a l'esprit qu'elle devra 
obligatoirement etre prise en compte si le traitement est etendu a des trimeres, des 
tetrameres... 

L'accent mis sur la geometrie et la necessite de traiter chaque geometrie separement 
ont conduit a l'idee largement repandue, mais fausse, que le modele sequentiel est 
plus general et plus complique que le modele symetrique. Pour une geometrie 
donnee, les deux modeles sont a peu pres aussi complexes, et aucun ne peut etre 
considere comme un cas particulier de l'autre. Les deux modeles peuvent etre 
generalises sous la forme d'un modele unique general (Haber et Koshland, 
1 967), en eliminant la contrainte de symetrie imposee par le modele symetrique, et 
la contrainte d'un ajustement induit strict imposee par le modele sequentiel. II faut 
neanmoins s'interroger sur l'utilite d'un tel modele, car l'equation qui en resulte est 
trop compliquee pour etre utilisee. 

Pour avoir une idee de la maniere dont une equation de fixation est construite dans 
le modele sequentiel, considerons les changements qui surviennent quand une 
molecule T 2 fixe une molecule de A pour devenir RTA : 



constantes de dissociation. Ainsi, la plupart des constantes d'equilibre sont la 
reciproque des constantes d'equilibre donnees dans la publication originale. 
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► Une sous-unite doit subir un changement de conformation T — >■ R, un change- 
ment represente par la constante d'equilibre K, = [T ]/ [R J pour une sous-unite 
isolee. Dans la version la plus simple du modele sequentiel, une valeur elevee de 
K, est tacitement postulee, de telle facon que l'etendue du changement est 
negligeable s'il n'est pas induit par la fixation d'un ligand. 

► Une molecule de A se fixe sur une sous-unite dans la conformation R, 
representee par [A] / K A , ou K A est la constante de dissociation [R ] [A ]/ [RA J 
pour la fixation de A sur une sous-unite isolee dans la conformation R. 

► Dans un dimere, il existe une interface par laquelle les deux sous-unites peuvent 
interagir. Dans la molecule initiale T 2 , il y a evidemment deux sous-unites T, de 
sorte qu'il y a une interface T:T, mais dans le complexe RTA, cette interface 
devient une interface T:R, un changement represente par la constante d'equilibre 
K R:T = [R:T ] I [T:T ] . Dans la discussion originale de KOSHLAND, NEMETHY 
et FlLMER, il n'est pas clairement precise si les termes d'interaction entre les 
sous-unite doivent etre consideres comme des mesures absolues de la stabilite 
des interfaces (ce qui signifierait que des dimensions sont impliquees et que 
logiquement, une constante K T:T doit etre introduite pour representor la stabilite 
de l'interface T:T), ou s'ils doivent etre consideres comme des mesures de la 
stabilite relative vis-a-vis d'un etat standard (l'interface T:T). La seconde 
interpretation est aussi rigoureuse, plus simple a appliquer (parce qu'elle conduit 
a defmir des constantes sans dimensions, de sorte qu'il n'y a pas de probleme 
d'oubli des dimensions) et produit des equations plus simples avec moins de 
constantes ; nous utiliserons cette interpretation. 

► Finalement, un facteur statistique de 2 est necessaire, parce qu'il y a deux facons 
equivalentes de fixer A sur une des deux sous-unites (l'adjectif « equivalente » 
est essentiel ici, car des choix non-equivalents conduisent a des molecules 
distinguables, qui devraient etre traitees separement). 

En considerant 1' ensemble de ces points, nous pouvons ecrire 1' expression suivante 
pour la concentration de RTA en termes de celles de T 2 et de A : 

[RTA] = UMLAl^ML [9.35] 
K,K A 

Bien que le choix d'un dimere comme exemple permette d'expliquer le modele 
sequentiel sans introduire une trop grande complexite, il ne permet pas d'expliquer 
un ou deux aspects essentiels du modele sequentiel, de sorte qu'il est utile de se 
demander quelle expression serait obtenue si les memes regies etaient appliquees a 
la formation d'une molecule R 2 T 2 A 2 a partir d'un tetramere T 4 . Dans ce cas, nous 
ne pouvons pas ignorer la geometrie, parce qu'il existe au moins trois rearrange- 
ments possibles. Ici, nous supposerons que les sous-unites interagissent comme si 
elles etaient disposees aux quatre coins d'un carre, et que parmi les deux manieres 
differentes de fixer deux molecules de ligand sur une telle molecule, nous 
considerons uniquement celle dans laquelle les deux molecules de ligand se 
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trouvent sur des sous-unites adjacentes (plutot qu'en diagonale.) Cette simplifi- 
cation fournit une expression simple de la concentration du complexe : 

rRTAl - ^JfAJ 2 K 2 :T K R:R 

I K 2 1 2 A 2 J adjacent ~ ^2^2 [^.50\ 

K, K A 

Puisque ceci implique l'existence d'une nouvelle interface entre les deux sous- 
unites adjacentes dans la conformation R qui ont fixe un ligand, nous devons 
considerer une nouvelle constante d' interaction entre ces sous-unites, K R:R , pour 
representer sa stabilite relative vis-a-vis de celle de 1' interface T : T, mais mis a part 
cela, l'equation [9.36] est construite exactement de la meme fa9on et a partir des 
memes composants que l'equation [9.35]. 

Revenant maintenant au cas du dimere, nous pouvons ecrire une expression pour la 
concentration de R 2 A 2 , en accord avec les memes principes : 

rn A 7 _ [Tl] '/ A] 2 K R:R r „ 

- ~K 2 K 2 A 

En substituant les equations [9.35] et [9.37] dans l'expression de la fraction de 
saturation, nous obtenons : 

[A]K R:T | [A] 2 K R:R 
y = [RTA] + 2[R 2 A 2 ] = K,K A K[Kj 

2([T 2 J + [RTAJ + [R 2 A 2 J) , 2[ A] K R:T ^ [ A] 2 K R:R 



1+"-' + 

Le modele sequentiel repose fondamentalement sur les interactions entre sous- 
unites, et la question essentielle a laquelle repond une equation telle que l'equa- 
tion [9.38] est comment la fixation d'un ligand est affectee par la stabilite relative 
de 1' interface mixte R : T vis-a-vis des interfaces R : R et T : T entre des sous-unites 
existant dans une meme forme ? L'analyse de l'equation [9.38] permet de voir 
qu'une diminution de K R:T , se traduit par une augmentation de l'importance des 
termes externes par rapport aux termes internes, mais cela apparait plus clairement 
en defmissant une constante c 2 = K R . T / K R:R pour exprimer cette stabilite relative. 
(II peut sembler surprenant, a premiere vue, qu'il ne soit fait aucune mention de 
l'interface T : T dans cette definition, mais il faut se rappeler que K R:T et K R:R 
defmissent deja les stabilites des interfaces R:T et R:R par rapport a celle de 
l'interface T : T.) 

Si, en utilisant cette definition, K R:T est remplacee par c K R '. R , il devient alors clair 
que le terme K = — est toujours egal a l'unite ; bien que ses trois composantes 

soient conceptuellement distinctes, elles ne peuvent etre distinguees experimen- 
talement par des mesures de fixation. L'equation peut done etre simplifiee en 
apparence sans perdre de sa generalite en l'ecrivant en termes de c et K : 
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C IM + L4J± 

1 = , : k ia, K iA f - [939] 

K K 2 

La definition de c est la meme pour toutes les structures quaternaires : elle s'ap- 
plique non seulement aux dimeres, mais egalement aux trimeres, aux tetrameres..., 
sans egard pour la maniere dont les sous-unites sont organisees. La definition de K 
est un peu plus compliquee : elle contient toujours K t K A comme une unite 
inseparable (en accord avec les etapes 1 et 2 dans la description ci-dessus qui 
montrent que tout processus de fixation est decompose en differentes compo- 
santes) ; d'un autre cote, le puissance a laquelle K R:R est portee au denominateur 
varie avec le nombre de sous-unites et le nombre d'interfaces R:R que contient la 
molecule completement saturee. Toutefois, ceci n'a que peu d'importance : le point 
important est que, sans tenir compte ni de la structure quaternaire ni de sa 
geometrie, la gamme de comportements possibles pour la fixation d'un ligand 
unique dans le modele sequentiel est determinee par deux parametres, un qui 
represente la stabilite de 1' interface R : T par rapport aux interfaces R : R et T : T, et 
1' autre qui est une constante de dissociation moyenne pour le processus de fixation 
qui relie la forme completement libre a la forme completement complexee de la 
proteine. C'est, en realite, la moyenne geometrique des constantes de dissociation 
d'ADAIR, comme nous le voyons dans le cas d'un dimere en les ecrivant 
explicitement, apres comparaison de l'equation [9.39] avec l'equation [9.13] : 

K x = — [9.40a] 

c 

K 2 = cK [9.40b] 

avec le rapport suivant : — - = c 2 [9.41] 

II est maintenant clair que le degre de cooperativite, et done failure de la courbe de 
fixation, dependent uniquement de la valeur de c. Comme l'illustre la figure 9.7, 
les valeurs de c < 1 generent une cooperativite positive, et les valeurs de c > 1 
generent une cooperativite negative. L'effet de la variation de K n'est pas presente 
(pour eviter de surcharger la figure), mais peut etre enonce simplement : il n'a 
aucune influence sur la forme des courbes quand log/" A J est porte en abscisses (et 
affecte uniquement l'echelle lorsque d'autres variables sont portees en abscisses), 
mais provoque simplement leur deplacement vers la droite (si K augmente) ou 
vers la gauche (si K diminue) ; en d'autres termes, K n'a aucun effet sur le degre 
de cooperativite. 

L'existence d'une correspondance simple entre les parametres du modele sequen- 
tiel et ceux de l'equation de Hill (equation [9.3]) serait appreciable. Toutefois, 
comme nous l'avons vu, le degre de cooperativite depend uniquement de c et il 
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n'existe pas de maniere simple de convertir une_estimation de h en une valeur de c, 
ou vice versa. Inversement, la relation entre K et K 5 , la concentration de demi- 
saturation, est aussi simple que nous puissions le desirer puisque ces deux 
parametres sont identiques. 




-3 -2 -l o l 2 3 log [A] 



9.7 - Courbee de fixation pour le modele eee\uentiel 

Lee courbee eont calculeee a partir de {'equation [9.39] pour K = 1 OOO et iee valeure de c 
indiqueee dane le qraphique. La vaieur de K. n'affecte pae la forme de la courbe, male 
uniquement ea poeition le lonq de I'axe dee abecieeee. Lee qraphiquee de Scatchakp 
correepondante eont preeentee dane I'ineert en haut, a gauche. 

Parce que certaines affirmations incorrectes sont parfois rencontrees dans la 
litterature, il est bon de noter que, dans le modele sequentiel, la forme de la courbe 
est defmie par moins de parametres que dans le modele symetrique (un au lieu de 
deux.) Ainsi, le fait que le modele sequentiel permet d'expliquer une cooperativite 
negative alors que le modele symetrique ne le permet pas, n'est pas une conse- 
quence du grand nombre de constantes considerees en derivant le modele sequen- 
tiel (K t ,K A ,K R:T etK S:R ). 

D'autres erreurs plus subtiles concernant le modele sequentiel sont implicites 
lorsque des designations telles que « modele d ' Adair-Koshland » ou « modele 
de Pauling-Koshland » sont utilisees par certains auteurs. Le premier de ces 
termes est trompeur parce qu'il implique que le modele sequentiel est un cas 
special du modele d'ADAlR, alors que le modele symetrique ne Test pas. En realite, 
les deux modeles peuvent etre exprimes en termes des constantes d'ADAlR 
(equations [9.31] et [9.40]) comme doit l'etre toute equation permettant de decrire 
la fixation a l'equilibre d'un ligand sur une macromolecule. Le test le plus simple 
de la signification qui puisse etre appliquee a une equation ecrite avec cet objectif, 
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est 1' adherence a l'equation d'ADAlR ; les equations qui ne sont pas des cas spe- 
ciaux de l'equation d'ADAlR, tout comme celles, proposees pour la lactate dehy- 
drogenase (Weber et Anderson, 1965 ; Anderson et Weber, 1965), violent 
generalement les principes de la thermodynamique. 

La reference a Pauling est trompeuse pour une raison differente. Malgre que les 
mathematiques du modele sequentiel soient les memes que celles appliquees a 
l'hemoglobine par Pauling, les concepts fondamentaux sont differents ; Pauling 
a etudie l'hemoglobine a une epoque ou les sites de fixation de l'oxygene sur 
1'hemoglobine etaient supposes suffisamment proches dans l'espace les uns des 
autres pour interagir d'une facon chimique ordinaire, et il n'y avait aucune 
implication de modification de conformation. 

Dans le cas d'un dimere a cooperativite positive, il n'y a aucune difference entre 
les courbes de fixation predites par les deux modeles, puisque toute valeur 
inferieure a 1 que puisse prendre le rapport des constantes d'ADAlR (K 2 I K x ), est 
egalement en accord avec l'autre modele. II est done impossible de les distinguer 
sur la base d'experiences de fixation avec un dimere. En principe, celles-ci 
deviennent differentes pour les trimeres ou pour des oligomeres de plus grande 
taille, car les courbes de fixation pour le modele symetrique, telles que celles qui 
sont presentees dans les figures 9.6 et 9.7, deviennent asymetriques par rapport au 
point de demi-saturation, alors que les courbes generees par le modele sequentiel 
restent symetriques par rapport a une rotation de 180° autour de ce point. 
Cependant, les deviations de la situation symetrique sont faibles, et des donnees 
tres precises sont necessaires pour les detecter. De plus, le plus grand degre de 
cooperativite est obtenu avec le modele symetrique lorsque L 2 = Kj / K£ (RUBIN 
et Changeux, 1966), et puisque ce sont egalement les conditions pour lesquelles 
le modele symetrique predit une courbe de fixation symetrique, il faut s'attendre a 
ce que, dans certains cas, revolution elimine une asymetrie qui aurait pu exister. 

Une revue recente de l'etat actuel de ces modeles (et ceux discutes dans le § 9.6), 
est presentee dans l'article de Neet (1995). 

9.4.3. Modeles association-dissociation 

Differents groupes (FRIEDEN, 1967 ; NlCHOL, JACKSON et WlNZOR, 1967 ; 
KURGANOV, 1968) ont suggere independamment que la cooperativite puisse dans 
certaines circonstances resulter de l'existence d'un equilibre entre differentes 
formes de la proteine dans differents etats d'agregation, tel qu'un monomere et un 
tetramere. Si la fixation d'un ligand sur les deux formes de la proteine est caracte- 
risee par des constantes de dissociation differentes, ce modele predit une coopera- 
tivite meme s'il n'y a aucune interaction entre les sites de fixation du tetramere. 
Conceptuellement, ce modele est similaire au modele symetrique, et done la 
cooperativite a une origine similaire, mais les equations sont plus complexes, parce 
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qu'elles doivent rendre compte de la dependance du degre d'association vis-a-vis 
de la concentration de proteine. En consequence, contrairement aux equations pour 
les modeles sequentiel et symetrique, cette concentration ne s'annule pas des 
expressions decrivant les courbes de saturation. 

Ce type de modele est beaucoup plus facile a verifier experimentalement que les 
autres modeles que nous avons consideres, parce que les effets de la concentration 
de proteine devraient etre facilement observables. lis sont, en effet, observes avec 
de nombreux enzymes, comme la glutamate dehydrogenase (FRIEDEN et 
COLMAN, 1967) et la glyceraldehyde 3 -phosphate dehydrogenase (OVADI etal., 
1979) et d'autres exemples sont decrits par KURGANOV (1982) qui discute en 
details les modeles d'association-dissociation. 

9.5. COOPERATIVITE CINETIQUE 

Tous les modeles decrits dans la premiere partie de ce chapitre sont essentiellement 
des modeles a l'equilibre qui ne peuvent etre appliques aux experiences cinetiques 
que si nous faisons l'hypothese que le parametre v/V represente une vraie mesure 
de Y. Neanmoins, la cooperativite peut egalement apparaitre pour des raisons pure- 
ment cinetiques, avec des mecanismes qui ne presenteraient aucune cooperativite si 
la fixation pouvait etre mesuree a l'equilibre. Des observations de ce type ont ete 
decrites par Ferdinand (1966), par Rabin (1967) et par d'autres a l'epoque ou les 
modeles classiques de cooperativite etaient developpes, mais elles n'etaient pas 
apparues a ce moment comme des exemples experimentaux de cooperativite avec 
des enzymes monomeriques. Des lors, on a considere que meme si la presence de 
plusieurs sites de fixation n'est pas strictement necessaire pour produire la coope- 
rativite, elle fournit le seul mecanisme reellement rencontre dans la nature, et les 
modeles purement cinetiques ont recu peu d' attention. Ce n'est qu'avec les travaux 
d'AlNSLffi, Shill et Neet (1972) et de Shill et Neet (1975) sur l'hexokinase de 
levure, et ceux de Meunier et al. (1974) sur l'hexokinase L : du germe de ble, qu'il 
est apparu que les modeles decrivant une cooperativite avec des enzymes 
monomeriques doivent etre serieusement consideres. Ceux-ci sont des exemples de 
cooperativite negative, mais le cas de l'hexokinase D du foie de rat montre qu'une 
cooperativite positive peut aussi etre obtenue avec un enzyme monomerique. 

L'hexokinase D est un enzyme present dans le foie et dans les ilots pancreatiques 
des vertebres. A cause de la perception fausse que cet enzyme est plus specifique 
pour le glucose que les autres hexokinases de vertebres (voir Cardenas, 
RABAJILLE et NlEMEYER, 1984 ; CARDENAS, 1995), il est souvent denomme « glu- 
cokinase » dans la litterature mais ce nom ne sera pas utilise ici. Cet enzyme est 
monomerique sur une large gamme de concentration, incluant celles utilisees dans 
le test (HOLROYDE et al., 1976 ; CARDENAS, RABAJILLE et NlEMEYER, 1978), mais 
il presente des deviations importantes vis-a-vis des cinetiques de MlCHAELIS et 



326 



CINETIQUE ENZYMATIQUE 



MENTEN quand la concentration de glucose varie en maintenant constante la 
concentration de l'autre substrat, le MgATP 2 ~ (Niemeyer et al, 1975 ; Storer et 
Cornish-Bowden, 1976). Quand elles sont utilisees pour tracer une serie de 
graphiques de HILL, les donnees montrent des valeurs de h variant entre 1,5 pour 
des concentrations saturantes de MgATP 2 ~ et une valeur faible, probablement egale 
a 1,0, pour de faibles concentrations de MgATP 2 ". D'un autre cote, l'enzyme ne 
presente aucune deviation des cinetiques de Michaelis et Menten vis-a-vis du 
MgATP 2- lui-meme. Le comportement de l'hexokinase L : du germe de ble 
(MEUNIER et al, 191 '4) est en general similaire, excepte que la cooperativite est 
negative plutot que positive. 

Les exemples de cooperativite avec des enzymes monomeriques ne sont pas tres 
abondants, mais ils existent (voir CORNISH-BOWDEN et CARDENAS, 1987), et ils 
indiquent que les mecanismes qui generent la cooperativite cinetique ne peuvent 
plus etre ignores. Nous considererons deux de ces mecanismes dans ce §. Le plus 
ancien a ete propose par FERDINAND (1966), qui soulignait que l'equation de 
vitesse a l'etat stationnaire pour le mecanisme aleatoire a complexe ternaire 
(§ 6.4.2) est plus complexe que l'equation [6.22] si elle est derivee sans supposer 
que les etapes de fixation des substrats sont a l'equilibre ; il a suggere qu'un 
modele de cette sorte, qu'il a appele mecanisme a ordre preferentiel, peut fournir 
une explication de la cooperativite de la phosphofructokinase. Bien que la 
derivation des equations de vitesse indique clairement que des deviations par 
rapport aux cinetiques de MICHAELIS et MENTEN doivent avoir lieu avec ce 
mecanisme, cette explication est plutot abstraite et algebrique, et peut difficilement 
etre exprimee dans des termes conceptuellement simples. Le point crucial est que 
les deux voies pour la fixation du substrat peuvent contribuer de maniere 
significative au flux total de la reaction, mais les grandeurs relatives de ces 
contributions varient avec les variations de la concentration de substrat. Done le 
comportement observe correspond approximativement a une voie pour les concen- 
trations faibles et a une autre voie pour les concentrations elevees. 

RlCARD, MEUNIER et BUC (1974) ont developpe un modele alternatif pour expli- 
quer la cooperativite cinetique a partir des idees de RABIN (1967) et de WHITEHEAD 




E' 



(1970). Leur modele est connu comme le modele 
mnemonique (du nom grecque pour memoire), 
parce qu'il depend de l'idee que l'enzyme change 
de conformation relativement lentement, et done 
est capable de « se rappeler » la conformation, 
qu'il a eu durant un cycle catalytique. II est pre- 
sente (sous une forme simplifiee) dans le schema 
de la figure 9.8. 



EAB 
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Ses caracteristiques essentielles sont les suivantes : il postule qu'il existe deux 
formes de l'enzyme libre, E et E', qui different par leur affinite pour A, le premier 
substrat qui doit se fixer ; en plus, 1' equilibration entre E, E', A et EA doit etre 
lente par rapport au flux maximum de la reaction. Avec ces postulats, le compor- 
tement de l'hexokinase D est facilement explique. Quand la concentration de B est 
diminuee, la vitesse a laquelle EA est converti en EAB et ensuite en produits doit 
devenir suffisamment lente pour que E, E', A et EA atteignent l'equilibre. En 
consequence a des concentrations extremement faibles de B, la fixation de A 
devrait se comporter comme un equilibre ordinaire, sans cooperativite, parce qu'il 
y a un seul site de fixation. A des concentrations elevees de B, d'un autre cote, il 
devient possible que EA disparaisse si rapidement que l'equilibre ne peut s'etablir 
et que done les lois d'equilibre ne s'appliquent plus (STORER et CORNISH- 
BOWDEN, 1977). Des deviations par rapport aux cinetiques de MlCHAELIS et 
Menten sont alors possibles parce que, a faibles concentrations de A, les deux 
formes de l'enzyme libre peuvent atteindre un equilibre mais qu'a fortes concen- 
trations, cela n'est pas possible. 

Dans le mecanisme mnemonique propose par Ricard et ses collaborateurs la 
meme forme du complexe EA est produite a partir des deux formes de l'enzyme 
libre quand le substrat se fixe sur celles-ci. Cependant, il ne s'agit pas d'une 
caracteristique necessaire du modele, et le modele de transition lente developpe un 
peu plus tot par Ainslie, Shill et Neet (1972) suppose que les deux confor- 
mations differentes existent durant l'ensemble du cycle catalytique, avec des 
transitions entre celles-ci qui sont possibles a n'importe quel moment et a une 
vitesse plus lente que la vitesse catalytique. En general, tout modele qui permet au 
substrat de se fixer de deux ou plusieurs manieres paralleles generera une equation 
de vitesse contenant des termes de concentration du substrat concerne eleves au 
carre ou a une puissance superieure, de sorte qu'il n'y a aucune limite sur les 
modeles de cooperativite cinetique qui peuvent etre derives. Malheureusement, il 
est difficile en pratique de les distinguer entre eux ou de determiner avec confiance 
si l'un represente mieux les donnees que l'autre. II est certain que le modele 
mnemonique et le modele de transition lente permettent d'expliquer adequatement 
le comportement de l'hexokinase D. NEET (1995) donne un recent compte-rendu 
de l'application du dernier modele a l'hexokinase D. 



en fonction de \og[A] comme une alternative au graphique de Hill. 
Quelle est la pente de ce graphique (exprimee en terme du coefficient de 
Hill h) ? Quel est I'avantage de ce graphique par rapport au graphique de 
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9.1- Watari et Isogai (1976) ont propose un graphique de log 
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5.2- Ecrire une equation pour la vitesse d'une reaction catalysee par un 
melange de deux enzymes, chacun obeissant a la cinetique de Michaelis 
et Menten, un avec une vitesse limite V x et une constante de Michaelis 
K ml et I'autre avec V 2 et K m2 . Differencier cette equation deux fois par 
rapport a [A] et montrer que la derivee seconde resultante est negative 
pour toutes le valeurs de [A]. Quelle est I'implication de cela sur la 
forme du graphique de v en fonction de f A] ? 

5.3- Deriver une expression pour le coefficient de Hill en termes de K x et de 
K 2 pour un enzyme qui obeit a I'equation [9.13], et done montrer que la 
definition de la cooperativite en termes de h est identique a une defi- 
nition en termes de K x et de K 2 pour ce systeme. A quelle valeur de [A] 
h est-il un maximum ou un minimum et quelle est sa valeur extreme ? 

9.4 -La quasi-coincidence des deux asymptotes dans la figure 9.3 est suppo- 

see etre une simple coincidence. Quelle relation entre les constantes de 
dissociation (telles qu'elles sont definies dans I'equation [9.14]) cela 
implique-t-il ? 

9.5 -Considerer un inhibiteur qui se fixe sur une proteine qui obeit a la forme 

la plus simple du modele symetrique (equation [9.33]) comme un 
analogue simple (non-allosterique) du substrat, e'est-a-dire qu'il se fixe 
uniquement sur la forme R, dans le meme site que le substrat et d'une 
maniere qui le substrat et I'inhibiteur de se fixer simultanement au 
meme site. Que pouvez-vous predire de I'effet d'un tel inhibiteur sur la 
fixation du substrat, pour des concentration (a) faibles et (b) elevees des 
deux molecules ? 
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10.1. LE5 ENZYME5 DAN5 LEUR CONTEXTE 3I0L0GIQUE 

Dans la majeure partie de ce manuel, nous nous sommes interesses aux proprietes 
des enzymes isoles, meme si dans les organismes vivants tous les enzymes agissent 
virtuellement comme les composants d'un systeme complexe ; les substrats d'un 
enzyme sont les produits d'autres enzymes et les produits d'un enzyme sont egale- 
ment les substrats d'autres enzymes. Dans l'histoire de l'enzymologie, peu d'efforts 
ont ete consentis pour connecter les mesures cinetiques realisees in vitro avec les 
proprietes physiologiques des enzymes etudies ; apres qu'un enzyme a ete identifie 
a partir de quelques observations physiologiques, un enzymologiste commence par 
purifier celui-ci ou au moins par le separer de ses partenaires physiologiques. Prati- 
quement, toutes les etudes cinetiques des enzymes sont realisees avec des enzymes 
qui sont deliberement isoles de leur contexte physiologique. Cette approche est 
necessaire si nous souhaitons elucider le mecanisme catalytique de l'enzyme, mais 
il n'est pas possible d'obtenir une comprehension complete de la maniere dont 
l'enzyme rempli son role dans les voies metaboliques si nous l'examinons unique- 
ment dans des conditions ou tous les autres aspects de cette voie ont ete elimines. 

On aurait pu s'attendre a ce que la decouverte de l'inhibition par controle retroactif 
et des proprietes associees de cooperativite et d'interaction allosterique ait retabli 
l'importance des enzymes en tant qu'element physiologique. En realite cette decou- 
verte a exacerbe la separation entre la pratique de l'enzymologie et celle de la 
physiologie des enzymes, parce qu'il est devenu naturel de penser que quelques 
enzymes comme la phosphofructokinase peuvent etre consideres comme des 
« enzymes regules » et que les autres peuvent etre ignores dans les discussions de 
la regulation physiologique. La forme la plus extreme de cette idee consiste a 
penser que, pour comprendre la regulation d'une voie metabolique, il suffit simple- 
ment d'identifier l'etape regulatrice, habituellement supposee unique, et d'etudier 
toutes les interactions de l'enzyme qui catalyse cette etape. 

Les mecanismes discutes dans le chapitre precedent constituent une partie impor- 
tante dans la comprehension de la physiologie des enzymes, mais ils laissent une 
question sans reponse : comment pouvons-nous savoir qu'un effet sur l'activite d'un 
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enzyme se traduira par un effet sur le flux des metabolites dans une voie metabo- 
lique ? La seule facon de repondre a cette question est de remplacer l'etude des 
enzymes isoles par un traitement systemique, c'est-a-dire un traitement qui s'inte- 
resse a la maniere dont les composants d'un systeme s'influencent mutuellement. 

II ne s'agit pas d'un probleme trivial, meme dans des conditions d'etat stationnaire, 
et meme si nous considerons que l'analyse du comportement cinetique d'enzymes 
individuels isoles dans des conditions d'etat stationnaire est un probleme redolu. En 
general, il n'existe pas d'expressions analytiques pour les vitesses a l'etat station- 
naire de systemes multi-enzymatiques, meme pour des systemes a deux enzymes, 
et les difficultes s'accroissent rapidement pour les systemes impliquant plus de 
deux enzymes. Rien dans les cinetiques enzymatiques ordinaires ne permet de jus- 
tifier l'hypothese selon laquelle une connaissance complete de l'equation de vitesse 
d'un « enzyme regule » permettrait de predire de facon quantitative comment un 
changement de son activite affecterait le flux a travers la voie metabolique dans 
laquelle l'enzyme est insere. Dans ce chapitre, nous examinerons les relations entre 
les cinetiques des voies metaboliques et les proprieted cinetiques des enzymes qui 
les composent. 

10.2. Analyse du contr6le metabolique 

Plusieurs systemes se recoupant les uns avec les autres ont ete developped au cours 
des 20 dernieres annees pour analyser le comportement des systemes metaboliques, 
mais nous discuterons uniquement un seul de ceux-ci, Yanalyse du controle 
metabolique qui decoule des travaux de KACSER et BURNS (1973) et d'HEINRICH 
et Rapoport (1974), et qui est actuellement le plus connu et le plus utilise. Dans 
sa forme la plus simple, il implique de considerer les etats stationnaires de sys- 
temes d'enzymes qui relient une serie de metabolites. II utilise deux ou plusieurs 
reservoirs de metabolites dont les concentrations sont fixees independamment des 
enzymes du systeme, et peuvent done etre considered comme « externe » vis-a-vis 
de ce systeme. Ces reservoirs contiennent au moins une source, a partir de laquelle 
les metabolites s'ecoulent, et au moins un drain vers lequel ils s'ecoulent. Aucun de 
ces flux ne doit etre irreversible et la classification comme source ou comme drain, 
n'est pas absolue : dans des circonstances differentes, les deux pourraient etre con- 
sidered comme des metabolites internes d'un systeme plus important. Neanmoins, 
dans toute analyse il est essentiel d'etre precis quant aux metabolites qui sont consi- 
dered comme internes et ceux qui sont considered comme externes, et il est utile 
d'utiliser des symboles qui indiquent cette difference : en accord avec de nom- 
breuses publications nous utiliserons respectivement S (Substrat) et X (eXterne). 

Dans l'exemple predente dans la figure 10.1, le systeme correspond a la voie allant 
d'une sourcee X vers un drain X 5 , avec des metabolites internes S l5 S 2 , S 3 et S 4 : 
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la partie fortement ombree du schema, incluant les connections externes vers ces 
metabolites et vers S3, est consideree comme etant en dehors du systeme 7 . 




10.1 - Exemple d'une voie metabolique compoeee de cinq enzymes 

3ien qu'un systeme mStabolique corresponde a \a cellule entiere ou meme a un orqanisme 
entier, II est nScessaire d'en ieoler une partie pour permettre son analyse. Dans I'exemple 
presente, la partie fortement ombree du diaqramme, montrant les connections vers X , 5 3 
et Xg, est consideree comme externe au systeme, de sorte que X est considSrS comme une 
source mStabolique et X 5 comme un drain mStabolique meme si, dans un systeme plus 
important, ces deux metabolites correspondraient a des intermSdiaires. Un plus grand 
deqrS d'isolement, represents par la partie iSqerement ombrSe dans le diaqramme, est 
nScessaire pour comprendre comment I'activitS d'un seul enzyme, E z dans cet exemple, 
dSpend des interactions avec diffSrents mStabolites. Les SlasticitSs reprSsentSes par le 
symbole £ soot discutSes dans le § 10.3. 

En plus des metabolites relies entre eux par les enzymes, il peut y avoir un nombre 
indefmi d'effecteurs externes a des concentrations fixes. Dans un organisme vivant, 
bien sur, tres peu de reactifs sont externes, mais il y a tellement de reactions a 
considerer que le systeme complet est difficile a comprendre. Pour rendre le meta- 
bolisme accessible a l'analyse, le systeme doit done etre defini simplement comme 
une partie de l'organisme complet, et les metabolites presents aux interfaces avec le 
reste de l'organisme doivent etre defmis comme externes. Dans la version la plus 
simple de l'analyse du controle metabolique consideree ici, chaque vitesse doit etre 
proportionnelle a la concentration d'un seul enzyme, et aucun enzyme ne peut agir 
sur plus d'une reaction du systeme. Cependant, ces restrictions ne sont pas absolues 
puisqu'elles peuvent etre facilement eliminees en augmentant la complexite de 
l'analyse. Plusieurs revues recentes (par exemple, Fell, 1992 ; Cornish-Bowden, 
1995a) peuvent etre consultees pour davantage d'information, ainsi qu'un livre 



1. Dans ce manuel, nous avons represents les substrats d'un enzyme par les lettres A, 
B... Lorsque nous considerons une voie dans sa totalite, un metabolite interne est a 
la fois substrat et produit. Afin de marquer cette distinction mais egalement pour 
utiliser une notation communement acceptee, nous utilisons le symbole SI lorsque 
nous considerons un systeme metabolique, mais conservons les symboles A, B... 
lorsque nous discutons des proprietes d'enzymes isoles.. 
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recent (CORNISH-BOWDEN et CARDENAS, 1990) qui regroupe les contributions de 
nombreux groupes actifs dans ce domaine. 

10.3. ELA5TICITE5 

10.3.1. Definition de i'eiaeticite 

Le comportement cinetique des enzymes est habituellement exprime en termes 
d'equations de vitesse comme l'equation de MlCHAELIS et MENTEN pour un 
systeme reversible (equation [3.81]) : 



presentee ici pour la conversion des metabolites A et P en presence de l'inhibiteur I 
dont la concentration est [I J et la constante d'inhibition (competitive) est K b 

La forme reversible de l'equation devrait etre preferee dans le contexte d'etudes 
physiologiques, puisque les produits sont normalement toujours presents. Dans les 
simulations metaboliques, il faut etre tres prudent avant d'ecrire des equations irre- 
versibles, car une telle pratique peut generer des resultats entierement errones quant 
au comportement d'une voie metabolique ; par exemple, des equations irreversibles 
peuvent suggerer que l'etablissement d'un etat stationnaire ne soit pas possible dans 
des conditions ou des equations plus realistes quoique plus complexes indiquent un 
etat stationnaire stable. Ceci contraste avec le cas habituel de l'etude in vitro dans 
une cuvette, ou il est aise de creer des conditions d'irreversibilite. 

Pour etudier les mecanismes enzymatiques par le type d'analyse qui est presente 
dans la majeure partie de cet ouvrage, en particulier dans le chapitre 6, il est neces- 
saire d'exprimer le comportement cinetique en termes d'une equation qui ressemble 
a l'equation [10.1]. Neanmoins, l'interet de l'analyse du controle metabolique n'est 
plus de comprendre les mecanismes enzymatiques, non pas parce qu'ils ne sont pas 
importants, mais parce que l'objectif est de comprendre un autre aspect du systeme. 
Le genre de question qui est posee n'est pas « comment pouvons-nous expliquer la 
variation de v en fonction de [A] ? », mais plutot « quelle sera la variation de v en 
reponse a une faible variation de [ A] ? » ou meme « quelle sera la variation de 
[A ] en reponse a une faible variation de la vitesse v ? ». Cette derniere forme de la 
question nous rappelle que dans un systeme vivant la distinction entre variable 
dependante et variable independante est moins clairement etablie qu'au laboratoire. 
Dans une experience typique de cinetique a l'etat stationnaire, nous decidons en 
principe des concentrations utilisees et nous mesurons la vitesse des reactions qui 
resulte de ce choix ; dans la cellule, a la fois la vitesse et les concentrations sont des 
proprietes du systeme dans son ensemble, et bien que dans certains cas, il soit 



= k A [Eh[A]-k P [Eh[P] 

l+ £AL + £Pl + £LL 



[10.1] 



K m A K mP Kj 
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possible de considerer que les vitesses sont determinees par les concentrations de 
metabolites ou que les concentrations de metabolites sont determinees par les 
vitesses, la realite est que ces deux variables sont dependantes. Ce point sera 
considerer plus en details dans le § 10.3.4. 

Les equations cinetiques ordinaires comme l'equation [10.1] peuvent certainement 
repondre a la question de comment la vitesse repond a une variation faible de con- 
centration, mais elles presentent l'inconvenient de le faire d'une maniere indirecte. 
Neanmoins, une differentiation partielle par rapport a f A J fournit l'expression : 



k A [ EJ t 



1 + fPJ 



K mP k A h 



m A 



+ 



dfAJ 



K 



mA 



K 



mP 



[10.2] 



Dans cette forme, la derivee a les dimensions de la reciproque d'un temps, et comme 
il est preferable d'utiliser des derivees relatives plutot que des derivees absolues, il est 
courant de convertir [Aj/v 
dernieres : 

1 k P 



en une forme relative en la multipliant par ces 

[I] 



91nv [AJdv 
dhifAJ ~ vdfAJ 



l + [PJ 



K 



mP 



k A K, 



A ^mA 



1- 



kpfPJ 
k A [A] 



1+ £ai + £pi + hj 



mA 



is 

[A] 



1 



di A 



l k P fPJ 
k A [A] 



[10.3] 



K, 



ni A 



K 



mP 



1 



a 



1- 



r \ + a + K+i 

K„ n 



ou T = [P ] I [ A ] est le rapport d' action de masses, K eq est la constante d'equilibre 
definie en vertu de la relation d'HALDANE (§3.6.3), et a = [A]/K mA , 
7T-[PJ/K mP et i = [IJ/Kj sont les concentrations etalonnees de maniere appro- 
priee par les constantes de MlCHAELIS ou d'inhibition. Cette equation peut sembler 
complexe, mais lorsqu'elle est rearrangee sous la forme d'une difference entre deux 
fractions, comme dans les dernieres formes presentees, il est apparent que les deux 
fractions peuvent etre interpretees simplement : la premiere mesure le « desequi- 
libre », c'est-a-dire l'ecart de la reaction par rapport a sa position d'equilibre ; la 
seconde mesure le degre de saturation de l'enzyme par le reactif considere. Nean- 
moins, complexe ou non, l'analyse du controle metabolique n'est pas concernee par 
la forme algebrique de cette derivee mais par sa valeur numerique : si elle est egale 
a zero, v ne varie pas avec f A J ; si elle est positive, v augmente lorsque [A] aug- 
mente ; si elle est negative, v diminue lorsque [A] augmente. En consequence, un 
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nom est attribue a cette valeur, Velasticite, qui est representee par le symbole e, 
pour exprimer son importance centrale dans l'analyse du controle metabolique : 

= 91nv = [AJdv 
E[A1 ~ d\n[A] ~ vdfAJ 1 U - J 

L'exposant v dans le symbole peut sembler suffisamment evident pour etre super- 
flu, mais l'analyse du controle metabolique est toujours appliquee a des systemes 
qui contiennent plusieurs enzymes, et un exposant est done necessaire pour specifier 
quelle vitesse est considered. 

Si nous examinons l'equation [10.4] en relation avec le § 1.2.3 de ce manuel, nous 
pouvons raisonnablement avoir le sentiment qu'il s'agit la d'une maniere detournee 
d'introduire un nouveau nom pour representer un ancien concept, puisque l'elasti- 
cite d'une reaction est connue de tous les biochimistes comme Yordre de la reaction. 
La seule difference est que, alors que les recommandations de 1'IUBMB (IUB, 
1992) decouragent l'utilisation de ce terme lorsque les valeurs ne sont pas des 
entiers et proposent d'utiliser le terme d'ordre apparent, rien, ni dans l'equa- 
tion [10.4], ni dans la maniere dont elle est derivee, ne suggere que la quantite ainsi 
defmie doive etre un entier. Cependant, cette recommandation n'a pas ete colle- 
gialement suivie ; elle a ete creee pour eviter les conflits avec les nouvelles recom- 
mandations de 1'IUPAC (1981), mais peu de biochimistes s'opposent a l'existence 
d'ordres variables. La courbe defmie par l'equation de Michaelis et Menten dans 
le § 3.3.4 peut etre interpreted comme une transition graduelle partant d'un ordre un 
vis-a-vis du substrat pour les faibles concentrations de substrat, passant par des 
ordres intermediates et approchant un ordre zero a saturation, avec un passage par 
un ordre 0,5 pour une concentration de A correspondant a la demi-saturation de E. 
II est facile de confirmer, en fixant [P] = dans l'equation [10.3], que l'elasticite 
se comporte exactement de la meme maniere ; elle est, en realite, identique a la 
quantite normalement designee par les biochimistes comme l'ordre de la reaction. 

Le terme elasticity a ete emprunte a l'econometrie, ou il designe une quantite simi- 
laire a celle utilised dans l'analyse du controle metabolique, mais avec un signe 
oppose : l'elasticite pour une marchandise represente un pourcentage de diminution 
dans la demande divise par le pourcentage d "augmentation de son prix qui est a 
l'origine de la diminution de la demande. II s'agit d'une origine obscure pour defmir 
un terme biochimique et le terme d'ordre cinetique utilise dans la theorie des 
systemes biochimiques (SAVAGEAU, 1976), une approche alternative qui couvre 
environ le meme domaine que l'analyse du controle metabolique, est bien meilleur. 
Neanmoins, nous continuerons d'utiliser le terme elasticite dans ce chapitre, 
puisque avec son synonyme le coefficient d'elasticite, il est utilise universellement 
dans le domaine de l'etude du controle metabolique. 

En revenant a l'equation [10.1], nous pouvons la differencier vis-a-vis de chaque 
concentration pour obtenir l'ensemble complet des elasticites, qui seront maintenant 
exprimees comme des differences entre les termes d'ecart par rapport a l'equilibre 
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et les termes de saturation (comme dans la derniere forme de l'equation [10.3]), 
puisqu'elles sont plus faciles a comprendre sous cette forme : 

r 



1- 



£} P] = -^r~z [10.6] 



. 1 si E catalyse la reaction [10 7] 

[E]o [0 si E ne catalyse pas la reaction 



ejjj = l - [10.8] 



La seconde forme de l'equation [10.7] ne decoule pas de l'equation [10.1], qui ne 
permettait pas de considerer l'existence de plus d'une forme d'enzyme dans le 
systeme. Elle indique uniquement qu'un enzyme a une elasticity nulle vis-a-vis 
d'une reaction qu'il ne catalyse pas : un point qui peut sembler evident, mais qu'il 
est necessaire de preciser explicitement puisqu'il joue un role important dans la 
theorie du controle metabolique. 

10.5.2. Proprietes communes des e\ast\c\tes 

Bien que les equations [10.5] a [10.8] aient ete derivees a partir d'un modele spe- 
cifique, l'equation reversible de Michaelis et Menten, et que leur formes exactes 
soient dependantes de ce modele, elles illustrent un nombre de points qui s'appli- 
quent generalement dans un certain nombre de cas : 

► Les elasticites des reactifs sont normalement positives quand la direction imposee 
par le desequilibre est telle que le reactif est un substrat, et negatives quand il 
s'agit d'un produit (« normalement » signifie que l'inhibition par le substrat et 
l'activation par le produit sont des phenomenes exceptionnels). Notons cependant 
que le passage d'une valeur positive a une valeur negative lorsque la reaction 
passe d'un cote a l'autre de la position d'equilibre ne passe pas par zero, comme 
nous pourrions na'ivement le penser, mais par l'infini : les elasticites des reactifs 
sont infmies a l'equilibre ! Cette caracteristique souligne le danger d'incorporer 
des equations irreversibles de vitesse dans une simulation sur ordinateur. Avec 
des reactions irreversibles, en absence de cooperativite et d'inhibition par le sub- 
strat, les elasticites des substrats se situent normalement dans une gamme allant 
de a 1 : des valeurs proches de zero sont caracteristiques des concentrations 
elevees de substrat, et des elasticites infmies sont impossibles. II en decoule que 
les valeurs numeriques des elasticites pour de telles reactions sont entierement 
differentes de celles vraisemblablement rencontrees dans les cellules vivantes. 
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► Les enzymes ont des elasticites egales a 1 pour leurs propres reactions (et des 
elasticites nulles pour les autres reactions, bien que ce ne soit pas illustre dans 
l'equation [10.7]). Ces generalisations ne sont pas universelles, puisqu'elles 
dependent de l'hypothese selon laquelle chaque vitesse est proportionnelle a la 
concentration totale d'un seul enzyme. Elles ne sont plus valables si un enzyme 
s'associe (avec lui-meme ou avec un autre enzyme du systeme) pour produire des 
especes dont les proprietes cinetiques sont differentes. Une grande partie de 
l'analyse du controle metabolique repose sur l'hypothese que ces generalisations 
sont verifiees et les equations deviennent beaucoup plus compliquees dans le cas 
contraire. 

► Les elasticites pour les inhibiteurs non-reactionnels sont toujours negatives. 
Inversement, les elasticites des activateurs non-reactionnels sont toujours posi- 
tives. La qualification de « non-reactionnel » peut etre ignoree si nous nous 
rappelons qu'un produit inhibiteur est transforme en un substrat quand la direc- 
tion du flux s'inverse. De plus, les elasticites des inhibiteurs et des activateurs 
non-reactionnels sont independantes du degre de desequilibre du systeme (la 
qualification est dans ce cas indispensable). 

10.3.3. Les cinetiques enzymatiques vues a travers l'analyse du controle 

Du point de vue de l'analyse du controle metabolique, la mesure des elasticites est 
ce que les enzymologistes realisent depuis l'epoque de Michaelis et Menten, 
meme si ce terme reste peu familier. Neanmoins, certaines differences doivent etre 
mises en evidence, et les mesures realisees dans les experiences traditionnelles 
peuvent s'averer inutiles pour l'analyse du controle metabolique. Dans les etudes 
ordinaires des enzymes, les experiences sont habituellement mises au point pour 
fournir une information concernant le mecanisme d'action de l'enzyme. Meme les 
experimentateurs dont les objectifs sont de comprendre la physiologie d'un systeme 
biologique suivent les procedures initialement etablies pour caracteriser le meca- 
nisme d'action des enzymes. Puisque differents mecanismes d'action predisent des 
comportements qui ne different entre eux que de facon minimale, s'ils different 
d'une quelconque maniere, nous sommes souvent forces de mettre soigneusement 
au point des experiences permettant de mettre en evidence les petites deviations de 
comportement qui peuvent exister, et les experiences elles-meme doivent etre 
realisees avec la plus grande precision. L'analyse cinetique implique frequemment 
de realiser une extrapolation des donnees experimentales vers des concentrations 
infmies ou nulles (voir § 6.5.1). De plus, les experiences sont rarement faites avec 
un systeme qui s'approche, ne fusse que de loin, d'un systeme biologique complet, 
c'est-a-dire qu'il est rare qu'un enzyme dans une cuvette ait la possibilite de 
rencontrer les metabolites qui pourraient influencer son activite dans la cellule ; si 
meme certains enzymes supplementaires sont presents, il s'agit en general de conta- 
mination en traces dont l'effet est negligeable sur l'enzyme d'interet ou il s'agit 
d'enzymes composant un systeme couple qui sont ajoutes deliberement en quantite 
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optimale pour le test, sans aucune relation avec les concentrations qui pourraient 
exister dans la cellule. 

Toutes ces caracteristiques sont totalement inappropriees pour l'analyse du controle 
metabolique. Bien que nous soyons toujours interesses par decrire le comportement 
cinetique d'un enzyme, l'objectif dans ce cas n'est pas de comprendre le mecanisme 
mais d'integrer la description cinetique dans une description du comportement cine- 
tique d'un systeme - au niveau le plus simple, un systeme de quelques enzymes 
constituant une voie metabolique et au niveau le plus complexe un organe entier ou 
un organisme. En premiere approximation, nous pouvons considerer que les propri- 
etes qui sont a la limite de la precision de l'equipement dont nous disposons et qui, 
en consequence, sont difficiles a mesurer, ne sont pas importantes dans le compor- 
tement du systeme : si les differences mecaniques ne produisent pas de differences 
majeures dans le comportement cinetique, elles sont sans importance. 

D'un autre cote, nous ne pouvons plus nous permettre de simplifier l'experience en 
omettant certains metabolites qui affectent la cinetique : tous les reactifs et tous les 
effecteurs doivent etre presents a des concentrations aussi proches que possibles de 
celles rencontrees dans les cellules. Ceci inclut les produits, et implique que les 
reactions doivent etre etudiees dans des conditions ou elles sont reversibles. Meme 
si la constante d'equilibre favorise fortement la reaction dans une direction, les 
conditions devraient permettre au systeme, au moins dans le principe, d'etre rever- 
sible ; en dehors de tout autre chose, l'inhibition par le produit peut etre signifi- 
cative, meme si la reaction inverse dans son entierete ne Test pas. 

En depit de l'importance accordee a l'utilisation d'un melange reactionnel realiste, 
les mesures d'elasticite restent artificielles pour une raison : elles font reference a 
un enzyme isole de sa voie metabolique, c'est-a-dire qu'elles traitent comme des 
constantes toutes les concentrations de metabolites qui influencent son activite, 
ignorant les effets que d'autres enzymes dans la voie pourraient avoir sur ces 
concentrations. 

10.3.4. Consideration dee viteeeee et dee concentratione 
comme dee effete et non comme dee caueee 

Comme nous en avons discute, les vitesses et les concentrations d'intermediaires 
sont toutes deux des proprietes du systeme metabolique dans son ensemble et nous 
ne pouvons considerer l'une d'elles comme variable independante sauf si elles sont 
defmies de cette maniere quand le systeme etudie est defmi. Nous pouvons mieux 
comprendre l'importance de ce point en considerant une situation opposee a celle 
qui est generalement envisagee pour une etude par spectroscopic Supposons qu'un 
enzyme se comporte de maniere ordinaire (c'est-a-dire qu'il suive une cinetique de 
Michaelis et Menten), mais une experience est imaginee dans laquelle la vitesse 
est fixee par l'experimentateur et la concentration de substrat qui en resulte est alors 
mesuree. II est dans ce cas approprie d'ecrire l'equation de Michaelis et Menten 
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comme une expression de [A] en fonction de v plutot que l'inverse comme dans 
l'equation [3.36] : 

[A] = , K ™ [10.9] 



V 



1 



Pour presenter les resultats d'une telle experience, nous inverserons les axes 
habituels, c'est-a-dire que nous tracerons le graphique defAJen fonction de v 
plutot que l'inverse. Ainsi, a la place de la figure 3.7, nous devons tracer l'hyper- 
bole de Michaelis et Menten comme dans la figure 10.2. Celle-ci est exactement 
la meme courbe que celle de la figure 3.7, mais son impact psychologique est 
different, comme nous pouvons le voir en essayant de decrire le comportement de 
l'enzyme pour des concentrations de substrat proches de 5K m ou pour des vitesses 
au environ de 0,8 V. Si nous considerons la courbe de la figure 3.7, nous pourrions 
dire que cette region du graphique est plutot ininteressante puisque rien ne s'y passe 
si les conditions sont modifiees, c'est-a-dire si [A] varie. Mais en partant du meme 
point dans la figure 10.2, nous sommes proches d'une catastrophe, puisqu'une 
augmentation de seulement 20% de v amenerait le meme enzyme, dote des memes 
proprietes cinetiques, vers un etat ou aucun etat stationnaire n'est possible, puisque 
v atteindrait V. 



[A]IK m 5 




10.2 - Representation differente de la relation de Michaelis et Menten 

L'ineert (une forme modifiee de \a flqure 3.7) montre la representation habituelle oil v 
(normalisee par V) eet trace en fonction de [A] (normaiieee par K m ). Dane cette repre- 
sentation, ia region proche de la saturation est celle dans laquelle de faibles variations de 
[A] conduisent a de faibles variations de v. Cependant, dans un systeme metabolic\ue il 
n'est pas moins correct de considerer [A] comme une fonction de v. Dans ce cas, nous 
pouvons considerer la meme region comme proche d'une catastrophe, puisque de faibles 
variations de v produisent de tres qrandes variations de [A]. 
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Ni la figure 3.7, ni la figure 10.2 ne represente reellement la situation dans la 
cellule puisque ni [A] ,niv ne peut reellement etre manipule independamment de 
l'autre. Cependant, la figure 10.2 peut souvent etre plus proche de la realite, parce 
que beaucoup d'enzymes impliques dans des etapes centrales des voies meta- 
boliques ne peuvent que transformer les substrats aussi vite ou aussi lentement 
qu'ils les recoivent, c'est-a-dire que de tels enzymes peuvent operer a la vitesse 
necessaire, ajustant les concentrations autour d'eux. Done, nous ne devons pas 
considerer un etat proche de la saturation comme une situation ennuyeuse ou rien 
ne se passe, mais comme la proximite d'une catastrophe, un point de vue qui a ete 
particulierement mis en evidence par ATKINSON (1977). 

Un cas encore plus frappant est fourni si nous considerons les types simples 
d'inhibition (chapitre 5) (CORNISH-BOWDEN, 1986). Pour autant que nous consi- 
derions une equation cinetique comme une expression de la dependance de la 
vitesse vis-a-vis d'une ou de plusieurs concentrations, la difference est tres faible 
meme entre les cas extremes d'inhibition que sont l'inhibition competitive et 
l'inhibition anti-competitive ; les differences entre les divers niveaux de l'inhibition 
mixte sont meme encore plus faibles. En consequence, la majorite des inhibiteurs 
sont decrits dans la litterature comme des inhibiteurs competitifs, sans aucune 
attention pour une eventuelle composante anti-competitive, puisque celle-ci passe 
inapercue pour la plupart des experimentateurs. 

Des que nous considerons un enzyme dont le role est d'ajuster les concentrations 
autour de lui afin de satisfaire la vitesse qui est fixee exterieurement, la situation 
change dramatiquement et meme le plus inattentif des experimentateurs remar- 
querait facilement la difference entre une inhibition competitive et une inhibition 
anti-competitive. Les equations correspondant a l'equation [10.9] sont 

[A] = \ K " ' [10.10] 

V 

pour l'inhibition competitive et 

[A] = ^ [10.11] 

v_ x _[i± 

pour l'inhibition anti-competitive. Ces deux equations ne presentent pas simplement 
une variation mineure l'une par rapport a l'autre ; elles sont completement et irre- 
mediablement differentes l'une par rapport a l'autre. Puisque [I] a un effet lineaire 
sur [A] dans l'equation [10.10], quelle que soit la variation de [I J, la variation 
correspondante de [A] sera toujours proportionnellement plus petite. Dans l'equa- 
tion [10.11], la presence de [I] dans un terme negatif du denominateur signifie 
que le denominateur peut prendre une valeur nulle et done qu'il est impossible pour 
le systeme d'atteindre un etat stationnaire. Cette situation peut etre rencontree pour 
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des concentrations moderees d'inhibiteur. Si l'enzyme est a moitie sature en absence 
d'inhibiteur, par exemple, alors V/v = 2 et l'ajout d'une concentration d'inhibiteur 
telle que [I] = K iu est suffisant pour que l'etat stationnaire ne puisse etre atteint. 
Cela signifie que si [I J est superieure a K iu , la concentration de substrat 
augmentera indefmiment et aucun etat stationnaire ne sera atteint par le systeme. 

II decoule de ces considerations que dans une cellule vivante l'inhibition com- 
petitive est presque sans interet, puisqu'une petite variation de la concentration de 
substrat peut compenser les variations de la concentration d'inhibiteur. Pour cette 
raison, les efforts consentis pour produire des composes pharmacologiques utiles 
en recherchant des analogues de substrats naturels (c'est-a-dire des substances 
susceptibles d'etre des inhibiteurs competitifs) seront probablement voues a l'echec. 
Des inhibiteurs anti-competitifs, au contraire, pourraient avoir des effets potentiel- 
lement plus devastateurs sur les cellules vivantes, et ceci peut expliquer pourquoi il 
est difficile de trouver des exemples clairs d'inhibiteurs anti-competitifs naturels. II 
est probable que ceci explique aussi l'efficacite de l'herbicide commercial Glypho- 
sate (ou « Roundup ») qui est un inhibiteur anti-competitif de la 3-phosphoshiki- 
mate 1-carboxyvinyltransferase (BoocoCKet COGGINS, 1983). 

II est egalement bon de noter que la difference qualitative entre les equa- 
tions [10.10] et [10.11] provient du coefficient du terme negatif en [I] dans 
l'equation [10.11] ; la difference entre les numerateurs est de moindre importance. 
Nous pouvons nous attendre a ce que la question importante soit de savoir si une 
composante anti-competitive est ou non presente : si cela est le cas, meme si celle- 
ci est quantitativement plus faible que la composante competitive dans les 
conditions ordinaires a concentration fixe du substrat, elle produira des effets anti- 
competitifs evidents. 

10.4. LE5 coefficients de contr6le 

Jusqu'ici nous avons uniquement discute du comportement cinetique ordinaire 
d'enzymes isoles, meme si nous avons utilise une terminologie quelque peu diffe- 
rente de celle utilisee dans l'etude des mecanismes enzymatiques. L'objectif de 
l'analyse du controle metabolique est maintenant de determiner comment le com- 
portement cinetique d'une sequence d'enzymes composant une voie metabolique 
peut etre explique en termes des proprietes des enzymes individuels isoles. Si un 
systeme tel que celui defini dans la figure 10.1 est choisi, les concentrations des 
reservoirs X et X 5 sont constantes, comme le sont les proprietes cinetiques des 
enzymes, mais les vitesses des enzymes individuels v, et les concentrations des 
metabolites internes [ 5, ] 2 . sont libres de varier. Meme si, initialement, ces con- 
centrations sont arbitraires, elles varient de sorte que chacune se rapproche de l'etat 



2. Voir note [1], page 329. 
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stationnaire. (Notons que l'etat stationnaire peut ne jamais etre atteint et que s'il en 
existe un, il n'est pas necessairement unique : par souci de simplicity, cependant, 
nous supposerons qu'il n'existe qu'un seul etat stationnaire possible). Si nous 
considerons S b par exemple, il est evident que l'etat stationnaire implique que la 
vitesse v 1 a laquelle il est produit doit etre egale a la vitesse v 2 a laquelle il est 
consomme. Un etat stationnaire pour S 2 de la meme maniere implique que v 2 = v 3 et 
ainsi de suite ; quand tous les metabolites sont a l'etat stationnaire toutes les 
vitesses enzymatiques doivent etre egales les unes aux autres, une situation qui est 
caracterisee par une valeur J, qui est le flux a travers la voie metabolique. Cette 
egalite de toutes les vitesses provient du fait que la figure 10.2 defmit une voie 
non-branchee. Si la voie metabolique est branchee, les relations sont plus comple- 
xes, mais les principes sont directs et evidents : le flux total entrant au niveau de 
chaque metabolite situe a un branchement est egal au flux sortant. 

Les vitesses enzymatiques sont des proprietes locales, parce qu'elles font reference 
a des enzymes isoles du systeme. Les flux a l'etat stationnaire et les concentrations 
de metabolites, par contre, sont des proprietes systemiques 3 . Les elasticites sont 
egalement des proprietes locales, mais elles sont analogues a des proprietes 
systemiques appelees coefficients de controle. Supposons qu'un changement quel- 
conque d'un parametre externe p (non defini pour le moment present) provoque le 
changement d'une vitesse locale v, quand l'enzyme E; est isole, quel sera l'effet 
correspondant sur le flux du systeme quand E; est integre dans le systeme ? Ce 
resultat n'est pas connu a priori et le i' eme coefficient de controle du flux est defini 
par le rapport suivant de derivees : 



La forme la plus simple presentee ici a droite n'est pas strictement correcte parce 
que v, n'est pas une veritable variable independante du systeme, mais elle reste 
acceptable pour autant que nous rappelions qu'il existe toujours un parametre 
externe p qui est implique, meme s'il n'apparait pas explicitement. Cette definition 
correspond a la maniere dont HEINRICH et RAPOPORT (1974) ont defini leur force 
de controle. Par opposition, le coefficient de sensibilite de KACSER et BURNS 
(1973) a ete defini en termes de l'effet des changements de la concentration 
d'enzyme sur le flux (ces deux termes ont ete supplantes dans les etudes modernes 
par le coefficient de controle) : 



dlnJ 



Cf 



dlnp 
d In v t 
d Inp 



din J 

d In Vj 



[10.12] 



C/ = 



9 In J 



[10.13] 



dlnfEJ 



3. La distinction entre flux et vitesse faite dans /'analyse du controle metabolique n'a 
pas de correspondance evidente avec la distinction entre vitesse et flux faite dans 
les experiences de marquage radioactif (§ 7.5. 1). 
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Ces definitions peuvent paraitre differentes, mais si l'equation [10.7] est verifiee, 
c'est-a-dire si chaque vitesse enzymatique est proportionnelle a la concentration 
totale d'enzyme, les equations [10.12] et [10.13] sont equivalentes. L'equa- 
tion [10.12] a l'avantage d'eviter l'erreur de comprehension largement repandue qui 
est de considerer que l'analyse du controle metabolique est limitee aux effets des 
changements de concentration d'enzyme. Initialement, il etait habituel de suivre 
KACSER et BURNS et d'utiliser des definitions similaires a celles de l'equa- 
tion [10.13], mais il est maintenant generalement accepte que les coefficients de 
controle ne doivent pas etre definis en terme d'un parametre specifique, et que 
l'equation [10.12] doit etre consideree comme la definition fondamentale du coeffi- 
cient de controle. La quantite defmie par l'equation [10.13] peut alors plus correcte- 
ment etre designee comme un exemple de coefficient de reponse, qui est numeri- 
quement egale au coefficient de controle correspondant uniquement parce que 
l'elasticite qui les relient est supposee etre egale a 1 (voir § 10.7 ci-dessous). 

Un coefficient de controle de la concentration est la quantite correspondante qui 
definit les effets sur les concentrations de metabolites, par exemple pour un 
metabolite Sj aune concentration/^ 7 : 

dlnfSj] 

C<*» = 4^ = [10.14] 
d In v, d In v, 

din p 

Dans cette equation la forme la plus simple a droite est sujette aux meme reserves 
que celles formulees pour l'equation [10.12], c'est-a-dire qu'elle implique l'exis- 
tence d'un parametre p meme si celui-ci n'apparait pas explicitement. 



10.5. RELATI0N5 D'ADDITION 

Les proprietes fondamentales des coefficients de controle sont exprimees par deux 
relations d'addition, parmi lesquelles la premiere, due a KACSER et BURNS (1973), 
definit la somme des coefficients de controle de flux : 

et la seconde, due a Heinrich et Rapoport (1975), definit la somme des coef- 
ficients de concentrations : 

Y i=l C [ t Sil = [10.16] 

dans lesquels n est le nombre d'enzymes presents dans le systeme et [ 5, ] est la 
concentration de n'importe quel metabolite interne. Si la voie metabolique est 
branchee il y aura plus d'un flux : dans ce cas l'equation [10.15] reste valable, mais 
J est defini comme un de ces flux. 
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Diverses preuves de la validite de ces relations existent, parmi lesquelles celle de 
Reder (1998) est probablement la plus rigoureuse et la plus generale. Cependant, 
comme celle-ci suppose une connaissance de l'algebre lineaire, nous ne la develop- 
perons pas ici, mais nous prefererons « l'experience theorique » originale de 
KACSER et BURNS (1973) qui est plus facile a comprendre. Supposons que nous 
faisons un petit changement d [ E t ] dans la concentration de tous les enzymes d'un 
systeme donne dans lequel les vitesses de reaction sont toutes proportionnelles aux 
concentrations des enzymes qui les catalysent. L'effet total sur le flux J peut etre 
ecrit comme la somme de tous les effets individuels : 

dJ = -^—d[E l ] + dJ d[E 2 ]+ dJ d[E 3 ] + ... [10.17] 
dfEJ d[E 2 ] d[E 3 ] 

En divisant tous les termes par J, en multipliant chaque terme de la partie droite de 
l'equation par 1 (exprime comme un rapport de concentrations egales d'enzyme) et 
en introduisant les definitions des coefficients de controle de flux, nous obtenons : 

dJ = [EJdJdfEJ | [E 2 ]dJd[E 2 ] | [E 3 ]dJd[E 3 ] | 
J ~ JdfEJfEJ Jd[E 2 ][E 2 ] Jd[E 3 J[E 3 J 
dlnJdfEJ | dlnJd[E 2 ] | dlnJd[E 3 ] | 
" din [EJfEJ din [E 2 ][E 2 ] din [E 3 ][E 3 ] 

= c j dfEJ | c j d[E 2 ] | c j d[E 3 ] | 
1 fEJ 2 [E 2 ] 3 [E 3 ] 

Puisque nous n'avons fait aucune supposition concernant les grandeurs des chan- 
gements d[E t ], excepte qu'ils sont petits, nous pouvons leur donner n'importe 
quelle petite valeur et done nous pouvons supposer que chaque concentration 
d'enzyme change dans la meme proportion, de sorte que chaque d[E t ] / [E t J a la 
meme valeur a. Une breve reflexion nous permet de realiser qu'un tel changement 
est equivalent a modifier l'echelle de temps sur laquelle la mesure est realisee : 
done ce changement devrait modifier tous les flux d'etat stationnaire a travers le 
systeme d'un meme facteur a. II s'ensuit alors que l'equation [10.18] peut etre ecrite 
de la maniere suivante : 

a = C{a + C{a + C J 3 a + ... [10.19] 

ou de la maniere suivante : 1 = C{ +C{ +C 3 +... [10.20] 
qui est equivalente a l'equation [10.16]. 

En appliquant la meme logique aux coefficients de controle des concentrations, la 
seule difference est qu'un changement de l'echelle de temps devrait laisser 
inchangees toutes les concentrations et done nous devons avoir zero dans la partie 
gauche de l'equation : 

= C{ Sj} +C [ 2 Sjl +C( Sj} +... [10.21] 
qui est equivalente a l'equation 10.16. 
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L'essence de l'equation [10.15] est que le controle du flux a travers une voie meta- 
bolique est partage par tous les enzymes du systeme et qu'il n'y a aucune raison de 
considerer l'existence d'une etape limitante dans le systeme, c'est-a-dire d'une etape 
catalysee par un enzyme dont les proprietes determinent le comportement cinetique 
de l'ensemble du systeme. Si tous les coefficients de controle de flux sont positifs, 
l'idee de partage du controle est directement evidente : aucun enzyme ne peut avoir 
un coefficient de controle de flux superieur a 1, et si un des enzymes a un coef- 
ficient proche de 1, les autres doivent avoir des coefficients beaucoup plus petits. 
Ceci est normalement le cas pour les voies non-branchees, bien que certaines 
exceptions existent, si une inhibition par le substrat ou une activation par le produit 
domine le comportement de certains enzymes. Avec des voies branchees, l'idee du 
partage est moins claire parce que les coefficients de controle de flux sont souvent 
negatifs et qu'ils peuvent egalement etre superieurs a 1. Cependant, les generali- 
sations suivantes s'appliquent le plus souvent (bien que pas de maniere univer- 
selle) : chaque enzyme possede un coefficient de controle de flux positif pour sa 
propre reaction ; les coefficients de controle de flux negatifs numeriquement signi- 
ficatifs ne sont pas tres communs, se presentant principalement pour des enzymes 
et des flux qui se deroulent dans des branches differentes, immediatement en aval 
d'un point de branchement. 

Dans la mesure ou ces generalisations sont applicables, il s'ensuit que la somme des 
coefficients de controle de flux pour tous les enzymes d'une voie metabolique line- 
aire sera approximativement egale a 1 , meme si cette voie constitue seulement une 
partie du systeme qui est etudie. Done l'idee selon laquelle le controle du flux a 
travers une voie est partage par l'ensemble des enzymes qui catalysent les reactions 
de cette voie, et celle selon laquelle l'existence d'une seule etape limitante est 
improbable, restent suffisamment significatives pour etre utiles meme dans le cas 
de l'analyse de systemes branches. 

10.6. RELATI0N5 ENTRE LE5 ELA5TICITE5 

ET LE5 COEFFICIENTS DE CONTRdLE DE FLUX 

10.6.1. Proprietes de connectivite 

Pour une voie non-branchee de n enzymes, il existe une seule relation d'addition 
des coefficients de controle de flux et (n - 1) relations d'addition entre les coef- 
ficients de controle des concentrations, mais il existe n coefficients de controle de 
flux et n (n - 1) coefficients de controle de concentrations, ce qui au total donne n 2 
coefficients. En effet, les relations d'addition fournissent n equations reliant n 2 
inconnues. Pour calculer toutes ces inconnues, n (n - 1) equations supplementaires 
sont necessaires. Celles-ci sont obtenues a partir des proprietes de connectivite, que 
nous allons decrire maintenant. 
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Si la concentration d'un enzyme [E t ] et celle d'un metabolite [ 5, ] changent 
simultanement et respectivement de d[E t ] et d[S t ] de telle sorte que ces chan- 
gements ne produisent aucun effet sur la vitesse v, a travers l'enzyme implique, les 
changements doivent etre relies entre eux de la maniere suivante : 



d^ = dfEJ | dfSj] = 
[EJ tsjj [S j 



[10.22] 



*£*LL = -e*> d -^- [10 231 

Une equation correspondante peut etre ecrite pour chaque valeur de i, de sorte que 
nous pouvons facilement calculer les petites variations qui doivent etre apportees a 
la concentration de chaque enzyme pour produire une variation donnee de la con- 
centration d'un des metabolites, en conservant les concentrations des autres meta- 
bolites, et les vitesses (et done les flux) inchangees. S'il n'y a aucune variation du 
flux pour une serie donnee de perturbations de l'enzyme, l'equation [10.18] peut 
s'ecrire de la maniere suivante : 

= C jd£EJ jd£E2l jd£Esl + 
[EJ [E 2 ] [E 3 ] 

En substituant l'equation [10.23] pour chacune des valeurs de i dans cette derniere 
et en eliminant les facteurs communs dfSjj/fSjJ de tous les termes, nous 

obtenons : 

C/e^. ; +C^£^. ; +C 3 7 e^. ; +... = [10.25] 

Cette derniere equation exprime maintenant la propriete de connectivite entre les 
coefficients de controle de flux et les elasticites, qui a ete decouverte par Kacser 
et Burns (1973). Dans une voie metabolique reelle, certaines valeurs d'elasticite 
sont normalement egales a zero, puisqu'il est tres improbable que chaque meta- 
bolite ait un effet significatif sur chaque enzyme. En consequence, certains des 
termes des sommes, telle que celle de l'equation [10.25], seront generalement 
manquants, mais dans ce §, nous inclurons tous les termes qui doivent en principe 
s'y trouver. 

Puisqu'aucune concentration de metabolite, a l'exception defSj], n'a ete modifiee, 

une equation similaire a l'equation [10.24] s'applique pour tout metabolite S k pour 
lequel k ^ j : 

= C fs t j d[EJ + c [ Sk] d£E 1 l + c [ Sk] d[E 1 l + 26] 
[EJ [E 2 ] [E 3 ] 

Si k = j, il y a une variation d[Sj J /[Sj J et done : 

mi = clSjjdfEJ^fSjj d[E 2 J + c f Sj j d[E 3 ] + 
Sj [EJ [E 2 J [E 3 ] 
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En substituant l'equation [10.23] comme ci-dessus, nous obtenons les proprietes de 
connectivity entre les coefficients de controle des concentrations et les elasticites 
(Westerhoff et Chen, 1985) : 

C[ St] e% ,+C [ 2 s « ] e v r \ ,+C( SkJ e v > , + ... = \~l S1 f = j [10.28] 

1 [ s j] 2 t s jJ 3 tsj] | o si j 

Pour une voie non-branchee de n enzymes, il y a (n - 1) equations similaires a 
l'equation [10.25], une pour chaque metabolite, et (« - l) 2 equations similaires a 
l'equation [10.28], une pour chaque combinaison de deux metabolites, ce qui au 
total donne n (n - 1) equations supplementaires qui doivent etre combinees avec les 
n relations d'addition pour donner les n 1 equations necessaries pour calculer tous 
les coefficients de controle a partir des elasticites. 



10.6.2. Les coefficients de controle dans une voie a trois Stapes 

Bien que des complications soient amenees par l'existence de voies branchees, 
celles-ci n'alterent en rien le point essentiel qui est qu'un nombre suffisant de rela- 
tions independantes entre les coefficients de controle et les elasticites doit exister 
pour qu'il soit possible, en principe, de calculer tous les coefficients de controle. 
Ces considerations non seulement etablissent que les proprietes d'etat stationnaire 
(les coefficients de controle) d'un systeme complet decoulent des proprietes de ses 
composants (elasticites), mais elles montrent egalement comment le calcul peut 
etre realise. La solution reelle de n 2 equations simultanees est compliquee si n n'est 
pas trivialement petit, et dans la pratique courante, le probleme est traite par 
l'algebre lineaire (FELL et SAURO, 1985 ; FELL, 1992). Nous n'entrerons pas ici 
dans ces details, mais nous examinerons uniquement les resultats d'un tel calcul 
pour un exemple simple : 

X S, J=L S 2 X 3 [10.29] 

Pour la voie a trois etapes presentee dans l'equation [10.29] les trois coefficients de 
controle du flux peuvent etre exprimes de la maniere suivante en fonction des 
elasticites : 

c j = [sj [s l} [103Q] 

p V 2 p V, _ V] „V 3 , V] p V 2 _ „V 2 „V] 

[S,] C [S 2 ] C [S 1 ] C [S 2 ]^~ C [S i ] C [S 2 ] C -[S I ] C [S 2 ] 

-e V[ e V3 

C{ = [S,] [Sl] [10.31] 

p v 2 p v i _ p"l p v l _l_ p v l p v 2 _ pVl p V] 

fS,J C [S 2 J C [S l ] C [S 2 ]^ C [S\] C '[S 1 ] C [S I ] C [S 2 ] 

qj _ [S\l [s 2 ] [St] [s 2 ] 

3 p V 2 p V > — £- V l p V 3 + p V l C V 2 _ p V 2 p V l 

[Si] C [S 2 ] C -[S l ] c [S 2 ] TC [S l ] C [S 2 ] C [S,] C [S 2 ] 
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Les termes du numerateur sont places au-dessus des termes correspondants du 
denominateur afin de mettre en evidence que non seulement le denominateur est 
identique dans les trois expressions mais qu'il correspond egalement a la somme 
des numerateurs en accord avec la relation d'addition de l'equation [10.15]. Chaque 
terme du denominateur consiste dans un produit d'elasticites, une pour chaque 
metabolite interne du systeme ; pour une voie lineaire, il y a une seule valeur 
d'elasticite par enzyme excepte pour celui qui est module, c'est-a-dire celui dont le 
coefficient de controle est en train d'etre exprime. 

Les signes negatifs dans les equations [10.30] a [10.32] proviennent naturellement 
de l'algebre. Nous ne devrions pas nous laisser abuser par ceux-ci en pensant que 
l'un de ces termes est negatif dans les equations. Dans des conditions « normales » 
(definies dans le § 10.3.2 comme des conditions ou il n'y a ni inhibition par le 
substrat, ni activation par le produit) la combinaison des elasticites positives du 
substrat avec les elasticites negatives des produits rend positifs tous les termes de 
ces trois equations. 

II existe des relations correspondantes pour chaque concentration de metabolite, 
par exemple pour S 1 : 

e Vl - e Vl 

C [sj = [s^j [Sjl [10.33] 

fS,] [S 2 J C [S l ]-fS 2 ] TC [S l ] c [S 2 ] C [S I ] C [S 2 ] 
£ Vl - £ Vi 

C fs, } = ^7 [M. [10.34] 

p v 2 V 3 _ V, V 3 , V] p V 2 _ V 2 V, 

[S,J C [S 2 J C [S l ] c [S 2 ] TC [S l J c [S 2 ] C [S I ] C [S 2 ] 
£ Vl - £ Vl 

C fs l} = ^7 [S^ [1035] 

c-v 2 V 3 _ V, V 3 , V l V 2 _ V 2 V, 

[S,J C [S 2 J C [S I ] C [S 2 ] TC [S 1 J C [S 2 ] C [S I ] C [S 2 ] 

Ces equations ont le meme denominateur que celles pour les coefficients de 
controle de flux, equations [10.30] a [10.32], mais maintenant chaque terme du 
numerateur contient une elasticite de moins que les termes du denominateur, 
puisque la concentration [S-J qui apparait comme un indice dans la partie gauche 
de l'equation n'apparait pas parmi les elasticites au numerateur. Comme prece- 
demment, l'enzyme module est manquant de tous les produits, et un enzyme 
supplemental est manquant dans chaque produit. Chaque terme du numerateur 
apparait deux fois dans les trois expressions, avec des signes opposes ; par exem- 
ple, le terme dans l'equation [10.33] est balance par le terme - dans l'e- 
quation [10.34]. Cette balance entre les termes du numerateur assure que la relation 
d'addition de l'equation [10.16] est verifiee. 
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10.6.3. Expression des relations d 'addition et de connectivite 
sous une forme matricielle 

Bien que nous evitions l'algebre lineaire autant que possible dans ce manuel, les 
lecteurs familiers avec celui-ci trouveront peut etre utile d'analyser les resultats du 
paragraphe precedent sous une forme permettant leur comparaison avec les articles 
de revues qui utilisent la formulation matricielle. Celle-ci devient presque indis- 
pensable pour appliquer l'analyse du controle metabolique a un niveau autre que le 
niveau elementaire. 

Considerons, par exemple, l'equation suivante dans laquelle nous ferons reference a 
la premiere matrice comme la matrice C, la seconde comme la matrice £ et la partie 
droite comme la matrice unite : 



C{ 

c f Sl j 
c fs 2 J 



C [ 2 Slj 



c{ 

c fs 2 j 



1 



b [SJ 


-£ Vl 

[Si] 




~\ 








b [SJ 


-£ Vl 
[Si] 







1 








-£ Vl 
[Si] _ 










1 



[10.36] 



Notons premierement que la premiere ligne de la matrice C contient les trois coef- 
ficients de controle de flux, alors que les lignes deux et trois contiennent respecti- 
vement les coefficients de controle des concentrations pour les deux interme- 
diaires S[ et S 2 . La matrice £ contient un vecteur unite dans la premiere colonne 

alors que les autres entrees contiennent toutes les elasticites, parmi lesquelles 

est remplacee par puisque Sj est suppose dans l'equation [10.29] n'avoir aucun 
effet sur E 3 . Le produit de la premiere ligne de C et de la premiere colonne de £ 
donne la premiere entree dans le coin superieur gauche de la matrice unite, c'est-a- 
dire 1, et done exprime la relation d'addition pour les coefficients de controle de 
flux (voir equations [10.15] et [10.20]). D'une maniere similaire, les relations 
d'addition des coefficients de controle des concentrations sont exprimees par les 
produits des autres lignes de C et de la premiere colonne de £. La relation de 
connectivite pour les coefficients de controle de flux est exprimee par le produit de 
la ligne superieure de C et des lignes de £, autres que la premiere. Les relations de 
connectivite pour les coefficients de controle des concentrations sont exprimees par 
tous les autres produits possibles qui n'ont pas ete mentionnes ici explicitement. 

10.6.4. Relation de connectivite pour un metabolite non-implique 
dans une boucle de controle retroactif 



Chaque metabolite a au moins deux elasticites de valeur non-nulle, puisque chaque 
metabolite affecte la vitesse de l'enzyme pour lequel il est le substrat et celle de 
l'enzyme pour lequel il est le produit. Neanmoins, les metabolites qui ne sont pas 
impliques dans des effets de controle retroactif ou de controle par un precurseur et 



10 - ClNETIQUES DE5 5Y5TEMES MULTI-ENZYMATIQUES 



349 



qui ne sont pas des substrats ou des produits de plusieurs enzymes a la fois, auront 
uniquement ces deux elasticites non-nulles, et la relation de connectivite prendra 
alors une forme simple. Par exemple, pour S[ dans l'equation [10.29], nous 
obtenons : 

C{e? Si] = -Ciey Si] [10.37] 

qui montre que le rapport des coefficients de controle de flux de deux enzymes 
consecutifs est egal a moins la reciproque du rapport des elasticites du metabolite 
qui les connecte (d'ou le nom de relation de connectivite) : 

^- = — f -^- [10.38] 

°2 £ f Sl J 

Cette relation permet de « se deplacer » le long d'une voie en reliant les coefficients 
de controle par paires et puisque les coefficients de controle sont en principe 
beaucoup plus difficiles a mesurer directement que les elasticites, cette relation 
constitue un avantage important. 

10.6.5. Le coefficient de controle de flux d'un enzyme 
pour le flux au travere de ea propre reaction 

La complication des expressions algebriques utilisees dans l'analyse du controle 
metabolique, et en particulier l'utilisation croissante de l'algebre lineaire, peut 
occulter des proprietes qui sont evidentes, si nous ne prenons pas soin de garder a 
l'esprit la chimie sous-jacente. Un exemple est fourni par le degre de controle 
exerce par un enzyme Ej sur le flux a travers la reaction qu'il catalyse. Si nous igno- 
rons la complication de l'existence possible dans le systeme de plusieurs enzymes 
qui catalysent la meme reaction (c'est-a-dire la possibility de l'existence d'iso- 
enzymes), alors il est evident que la vitesse v, depend uniquement de l'activite de 
l'enzyme lui-meme, qui est determinee par sa propre concentration, par les concen- 
trations de son substrat S et de son produit P comme pressenti par leur valeur non- 
nulle d'elasticite et par la concentration de tout autre metabolite pour lequel 
l'elasticite est non-nulle, que nous pouvons ici representer par un metabolite arbi- 
trage M. Ainsi, par le meme type d'experience theorique que celle qui nous a 
conduit a l'equation [10.17], nous obtenons l'expression suivante : 

' ^ dlE ' ,+ ^ dls,+ WF ] dlP,+ wn dlM1 [10J91 

Nous pouvons ecrire le flux a l'etat stationnaire J, a travers l'etape catalysee par E ; 
dans la moitie gauche de cette expression plutot que v, parce que, a l'etat station- 
naire, les valeurs de ces deux variables sont identiques. En divisant tous les termes 
par v t dfEjJ / [E t ] (ou par J t d[E i ] / [E t ]) et en substituant les definitions des 
coefficients de controle et des elasticites, nous obtenons : 

Cf = l + eJ< S] C[ SJ + eJ< PJ C[ PJ + e}< M] C[ M] [10.40] 
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Dans cette equation, le premier terme du cote droit de l'equation est 1 puisqu'un 
enzyme a normalement une elasticite de 1 vis-a-vis de sa propre vitesse. Cette 
equation exprime l'idee importante que le coefficient de controle de flux de 
n'importe quel enzyme pour le flux a travers sa propre reaction est entierement 
determine par la somme des produits des elasticites non-nulles avec les coefficients 
de controle des concentrations correspondants. 

Bien que seuls trois metabolites apparaissent du cote droit de l'equation [10.40], 
representant les trois classes de metabolites qui ont communement des valeurs non- 
nulles d'elasticite, dans un cas donne ce nombre peut etre inferieur ou superieur a 
trois. II ne sera normalement pas inferieur a deux, puisque les substrats et les 
produits ont toujours des elasticites non-nulles : algebriquement ceci doit etre vrai 
et, meme numeriquement, il est inhabituel que l'elasticite d'un substrat ou d'un 
produit soit negligeable. 



10.7. L.E5 COEFFICIENTS DE REF0N5E : LA REF0N5E FARTAGEE 



Bien qu'il soit parfois commode pour l'algebre de traiter les changements de 
l'activite d'un enzyme comme s'ils resultaient de changements de la concentration 
de l'enzyme, en realite, les effets sur le systeme sont exactement les memes, quelle 
que soit la maniere dont ils sont provoques. La justification de cette affirmation 
provient du traitement de l'effet d'effecteurs externes sur les enzymes. 

Comme un analogue du coefficient de controle, qui exprime la dependance d'une 
variable du systeme telle que le flux, vis-a-vis d'un parametre interne tel que 
l'activite de l'enzyme, nous pouvons defmir un coefficient de reponse, R J [Z] , pour 

exprimer la dependance d'une variable du systeme vis-a-vis d'un parametre externe, 
tel que la concentration [Z] d'un effecteur externe Z : 

K, = [io.4i] 

[ZJ d\n[Z] 

Un effecteur externe tel que Z peut uniquement produire un effet systemique en 
agissant sur un ou plusieurs enzymes du systeme. Done, il doit avoir au moins une 
elasticite de valeur non-nulle £f' Z j, defmie exactement de la meme maniere que les 
autres elasticites : 

£? = ^h^. [10 . 42 ] 
[z] d\n[Z] 

Nous considerons maintenant comment ces deux quantites sont reliees l'une a 
l'autre et comment elles sont reliees au coefficient de controle de flux de l'enzyme 
sur lequel Z agit. Tout effet de Z sur le systeme peut etre contrebalance par un 
changement de la concentration d'enzyme d'une quantite juste suffisante pour que 
l'effet net soit nul. 
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Ainsi, nous pouvons ecrire qu'un changement nul de la vitesse est egal a la somme 
de deux effets non-nuls : 

^l = £ ; d£Zl d£EJ_ 
[Z1 [Z] [EJ 

et le changement nul dans le flux est aussi egal a la somme de deux termes : 

dJ_ = gJ d£Zl jdfEJ = 
J [z] [Z] ' [EJ 

En divisant une equation par l'autre, nous obtenons une relation importante, 
appelee la reponse partagee, qui exprime le fait que le coefficient de reponse est le 
produit de l'elasticite de l'effecteur pour l'enzyme sur lequel il agit et du coefficient 
de controle de cet enzyme : 

R J [Z] = Cfe}' Z] (10.45) 

Bien que nous ayons considere ici les effets sur les flux, la meme relation 
s'applique a toute variable du systeme, ainsi J dans l'equation [10.45] peut repre- 
senter non seulement un flux quelconque mais aussi une concentration. 

La reponse partagee explique pourquoi les effets sur l'activite de l'enzyme peuvent 
etre traites comme s'ils correspondaient a des changements de la concentration de 
l'enzyme ; elle explique egalement la difference entre les definitions d'un coef- 
ficient de controle donnees dans les equations [10.12] et [10.13] : celles-ci ne sont 
apparemment equivalentes que parce que l'equation [10.7] est supposee vraie ; il 
existe une elasticity implicite de valeur unite qui relie le coefficient de reponse, tel 
qu'il est defini par l'equation [10.13], au coefficient de controle, tel qu'il est defini 
par l'equation [10.12]. En general, tout coefficient de reponse peut etre ecrit comme 
le produit d'un coefficient de controle et d'une elasticity. Une breve reflexion 
montre qu'une relation de ce type doit manifestement s'appliquer : tout effecteur 
peut seulement agir sur une variable du systeme en alterant l'activite d'un enzyme, 
et la transmission de cet effet primaire est modulee en accord avec le coefficient de 
controle de l'enzyme en question. 



10.3. CONTRdLE ET REGULATION 



Bien que les idees essentielles qui president a l'analyse du controle metabolique 
datent des annees 1973-1974 et que leurs racines sont a chercher dans le travail 
d'HlGGlNS (1965) une decennie plus tot, elles se sont integrees tres lentement dans 
le courant principal de pensee de la regulation metabolique. En effet, il a fallu 
attendre presque une dizaine d'annees avant qu'elles ne soient etendues a de nou- 
veaux systemes metaboliques comme la respiration (GROEN eta/., 1982a) et la 
neoglucogenese (GROEN et ah, 1982b, 1983). Cette lente acceptation de l'analyse 
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du controle metabolique par la communaute biochimique s'explique partiellement 
par le fait qu'elle est souvent percue comme dedaigneuse des travaux classiques sur 
la regulation (par exemple, voir Atkinson (1990)), qu'elle fait peu d'usage de 
concepts centraux tels que l'inhibition retroactive par des produits terminaux 
(Yates et Pardee, 1956 ; Umbarger, 1956), ou tels que les interactions 
cooperatives et allosteriques (Monod, Changeux et Jacob, 1963 ; Monod, 
Wyman et Changeux, 1965 ; Koshland, Nemethy et Filmer, 1966). 

La confusion resulte en partie d'un manque d'accord entre les definitions de cer- 
tains termes cruciaux. La definition du « controle » donnee par KACSER et BURNS 
(1973) est maintenant largement acceptee, mais celle de « regulation » continue a 
poser des problemes. Pour certains, la regulation n'est pas tres differente du con- 
trole et SAURO (1990) par exemple lui donne la signification suivante : une sorte de 
reponse du metabolisme vis-a-vis de la modification d'une influence externe 4 ; 
pour d'autres elle a une toute autre signification en relation avec les proprietes des 
enzymes qui sont regules, meme lorsqu'ils sont pris isolement. HOFMEYR et 
CORNISH-BOWDEN (1991) ont propose que son utilisation en biochimie soit aussi 
proche que possible de celle qu'elle a dans la vie courante. Ainsi par exemple, 
quand nous disons d'un refrigerateur qu'il est bien regule, nous voulons dire qu'il 
est capable de maintenir constante une temperature interne predeterminee, quelles 
que soient les variations de flux de chaleur dues aux ouvertures de la porte ou aux 
variations de la temperature exterieure. Le metabolisme represente une analogie 
presque parfaite si nous considerons qu'un systeme bien regule est un systeme dans 
lequel les concentrations de metabolites internes (la « temperature ») sont mainte- 
nues stationnaires face aux variations du flux metabolique. En termes d'economie, 
nous considerons qu'une economie est bien regulee si la vitesse a laquelle les biens 
sont produits est determinee en grande partie par la vitesse a laquelle ils sont 
utilises. Encore une fois, il existe une forte analogie avec le metabolisme et nous 
nous attendons a ce que, dans un organisme bien regule, l'apport de precurseurs 
pour la synthese des proteines soit determine par le besoin de synthetiser des 
proteines, et pas uniquement par l'apport de nourriture. 

Un autre terme important, qui semble avoir une signification mais en a en realite 
une autre, est le « produit terminal ». II semble evident que le produit terminal dans 
un systeme metabolique doit representer un drain dans lequel le flux s'ecoule. Mais 
dans la litterature concernant la regulation metabolique, l'usage commun de « pro- 
duit terminal » (par exemple, voir STADTMAN, 1970) fait toujours reference a un 
metabolite, tel que la threonine, qui n'est pas excrete mais qui est reconnu explici- 
tement comme le point de depart d'autres voies metaboliques. Dans la presque 
totalite de la litterature experimental sur la regulation metabolique, un produit 
terminal est compris de cette maniere ; il ne represente jamais un authentique 
produit terminal du metabolisme comme l'eau ou le dioxyde de carbone. 



4. « Some sort of response of metabolism to a change in an external influence ». 
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II s'ensuit done que nous ne pouvons pas esperer comprendre le role de l'inhibition 
par un produit terminal dans la regulation metabolique sauf si nous representons les 
voies metaboliques comme des composants de systemes qui font apparaitre expli- 
citement qu'il existe des etapes apres la liberation des « produits terminaux ». Ainsi 
dans leur discussion de l'inhibition retroactive, KACSER et BURNS (1973) ont inclu 
une etape apres la formation du produit terminal, bien qu'ils n'expliquent pas leur 
raison d'agir de la sorte. 

Pour integrer les concepts classiques de regulation dans l'analyse du controle meta- 
bolique (HOFMEYER et CORNISH-BOWDEN, 1991, 2000), nous pouvons representer 
une voie metabolique avec une inhibition retroactive sous la forme d'une voie a 
deux etapes, composee d'un bloc de fourniture, constitue de toutes les reactions qui 
conduisent au produit terminal et d'un bloc de demande, constitue de toutes les 
reactions qui consomment ce produit terminal (figure 10.3). Si le bloc de fourniture 
composait l'entierete de la voie, le produit terminal serait un parametre externe et 
tous les effets qu'il aurait sur le flux devraient etre traites sous la forme d'un 
coefficient de reponse Rjs 3 j, ma ^ s ce coefficient de reponse est conceptuellement 

identique a l'elasticite du bloc £ qui defmit son effet sur le flux de fourniture 

considere comme la vitesse locale. 



1 



Bloc de fourniture 

Inhibition 



( ^ 

"Produit Bloc de 
final" demande 



X 
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Ei 
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10.3 - Structure regulee d'une voie metabolique 

La regulation d'une voie typique de biosynXheee peut etre le plus facilement rationalieee en 
coneiderant qu'elle est conetituee d'un b\oc de fourniture, qui produit un produit terminal a 
une viteeee qui eatiefait le besoin d'un bloc de demande, qui est represents lei sous la 
forme d'une seule reaction. Dans la majorlte des discussions de la regulation metabolique 
le bloc de demande est omls et le produit terminal represente la fin du processus. 
Cependant cette sorte de representation perd sa capacite a exprimer la regulation sous la 
forme d'une communication entre les blocs de fourniture et de demande par I'lntermediaire 
du produit final. 

II decoule de ce type de discussion que les limites d'un systeme et les distinctions 
entre parametres externes et internes ou entre les proprietes locales et systemiques 
ne peuvent pas etre considerees comme absolues. Pour comprendre comment un 
produit terminal comme S 3 dans la figure 10.3 peut remplir son role de regulation, 
il n'est pas suffisant de le considerer uniquement comme un metabolite interne ; 
nous devons aussi etudier les sous-systemes dans lesquels il agit en tant que 
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parametre externe, de sorte que nous pouvons nous poser la question : si le bloc de 
fourniture (figure 10.3) representait le systeme complet, quel serait I'effet de S 3 sur 
le flux de fourniture ? 

En utilisant ce type d'analyse, nous pouvons etudier comment une voie telle que 
celle decrite dans la figure 10.3 peut etre efficacement regulee par la demande, par 
quoi nous entendons non seulement que le flux reponde de maniere sensible aux 
changements dans la demande, mais egalement que la concentration de produit 
terminal varie peu lorsque le flux varie. II apparait que le point essentiel est que 
l'elasticite de fourniture E^lj dans le systeme complet, qui est identique au coeffi- 
cient de reponse R[' s j dans le bloc de fourniture quand celui-ci est considere isole- 

ment, doit etre aussi grand que possible en grandeur absolue. Puisqu'il s'agit d'une 
elasticity d'inhibition, elle est negative, de sorte que « aussi grande que possible » 
signifie « inferieure a - 2 ». L'elasticite de demande ej* } est moins importante, 

puisqu'une regulation efficace peut etre realisee sur une large gamme de valeurs. 

Les resultats d'une etude de l'importance de la cooperativite de la regulation 
(HOFMEYR et CORNISH-BOWDEN, 1991) sont apparus surprenants puisque, a 
premiere vue, ils suggeraient que celle-ci est beaucoup moins importante qu'on ne 
l'avait imagine depuis les annees 1960. Neanmoins, il faut mettre en evidence qu'il 
ne s'agissait la que d'une illusion : la cooperativite est certainement necessaire pour 
une regulation efficace comme cela avait ete propose, mais son role est quelque 
peu different de celui que Ton peut na'ivement imaginer. 

Modifier le degre de cooperativite dans l'inhibition retroactive de E t par S 3 dans 
la figure 10.3, dans la gamme des coefficients de Hill allant de 1 (non cooperatif) 
a 4 (approximativement la cooperativite maximale observee pour une interaction 
unique effecteur-enzyme), n'a presque aucun effet sur le controle du flux par la 
demande : les courbes montrant le flux en fonction de la demande (exprimee 
comme la vitesse limite V 4 du bloc de demande) indiquent une proportionnalite 
quasi parfaite entre le flux et la demande sur une gamme de 25 fois, quelle que soit 
la valeur du coefficient de Hill. Ceci peut surprendre celui qui pense que la 
cooperativite est essentielle pour la regulation du flux. Cependant, comme nous 
l'avons deja mentionne, la regulation du flux represente seulement une partie de la 
regulation, et elle est de peu d'importance sans la regulation de la concentration : 
nous ne serions pas heureux de disposer d'un refrigerateur qui tolere une large 
gamme de flux de chaleur mais qui n'a aucun controle sur la temperature interne ! 
Quand la concentration du produit terminal est consideree de la meme maniere que 
le flux, I'effet du coefficient de Hill devient tres important : sur la meme gamme 
d'une variation de 25 fois de la demande consideree auparavant, un coefficient de 
HILL de 4 maintient la variation de [S^J dans une gamme de variation de trois 
fois, alors qu'un coefficient de 1 le maintient dans une gamme de variation de dix 
fois pour une variation de la demande de seulement trois fois. 
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En resume, la cooperativite des interactions retroactives est, en effet, essentielle 
pour une regulation efficace, mais il n'est pas suffisant de dire qu'elle permet une 
regulation efficace du flux par la demande ; nous devons dire qu'elle permet une 
regulation efficace du flux par la demande tout en maintenant l'homeostasie. 

10.9. MECANI5ME5 DE REGULATION 

Dans une large mesure, l'analyse du controle metabolique prend en compte les 
proprietes des enzymes individuels telles qu'elles sont, considerant une explication 
mecanique de ces proprietes comme en dehors de son domaine. De plus, nous 
avons deja discute les mecanismes principaux de regulation dans le chapitre 9 de 
ce manuel et il n'est pas necessaire de revenir sur ce sujet. Neanmoins, en plus de 
ceux discutes auparavant, il existe trois mecanismes de regulation qui impliquent 
plusieurs enzymes et qui necessitent une discussion plus complete : il s'agit de la 
canalisation 5 d'intermediaires entre plusieurs enzymes, des cascades d'enzymes 
convertibles impliquant des modifications covalentes et de V amplification des 
effets de petites variations de la concentration d'ATP par l'adenylate kinase. 

10.9.1. Canalisation de metabolites 

La canalisation implique l'idee que le metabolite partage par deux enzymes conse- 
cutifs dans une voie peut etre transfere directement d'un enzyme vers l'autre sans 
etre libere sous forme libre dans la solution ou au moins sans atteindre un equilibre 
avec le metabolite present dans la solution. II existe plusieurs variations sur ce 
theme (voir le schema 1 de Ovadi, 1991), mais les points essentiels sont presentes 
dans la figure 10.4a, qui est basee sur le mecanisme propose par Gutfreund 
(1965). Ceci peut etre considere comme une combinaison entre une canalisation 
pure (figure 10.4b) et un mecanisme ordinaire de libre diffusion (figure 10.4c). 

Bien qu'il existe au moins un cas, celui de l'enzyme multifonctionnel denomme 
tryptophane synthetase, pour lequel les preuves d'une canalisation (de l'indole) sont 
abondantes et generalement acceptees (voir Yanofsky, 1989), la canalisation reste 
controversee en general, du moins pour les enzymes qui forment des complexes 
« dynamiques », c'est-a-dire des complexes qui existent seulement transitoirement 
pendant le transfert du metabolite. 

Les enzymes malate dehydrogenase et citrate synthetase illustrent le type de diffi- 
cultes qui surviennent lorsque Ton essaye de prouver le phenomene de canalisation. 
LlNDBLADH et dl. (1994) ont construit une « proteine fusion » avec ces deux 
enzymes issus de la levure, c'est-a-dire qu'ils ont utilise les techniques de genie 
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genetique pour produire une seule proteine presentant les deux activites et 
SHATALIN et al. (1999) ont realise la meme construction pour la meme paire 
d'enzymes issus du pore. 
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10.4 - Canalisation metabolique 

Si un metabolite S 2 est a \a fois le produit de I'enzyme E\ et ie substrat de I'enzyme E 2 , 
nous pouvons envlsaqer qu'au lieu d'etre libere dans la solution, il peut etre transfere 
directement d'un enzyme a I' autre a I' occasion d'une rencontre entre le premier complete 
enzyme substrat E l 5 1 et le second enzyme E 2 . La canalisation dynamique (a) peut etre 
conslderee comme une comblnalson entre la canalisation parfaite (b), dans laquelle aucun 
intermediaire n'est forme et un mecanisme de libre diffusion (c), dans lequel il n'y a pas de 
transfert direct. 
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Dans les deux cas, le delai transitoire dans la formation du produit est plus court 
avec la proteine fusion qu'il ne Test avec les enzymes libres, suggerant que l'inter- 
mediaire oxaloacetate est canalise entre les sites actifs. Pour etablir cette conclu- 
sion, il est necessaire de supposer que les enzymes ont exactement les memes 
proprietes cinetiques quand ils sont fusionnes l'un a l'autre que quand ils sont 
separes. Quand cette propriete a ete soigneusement verifiee pour la proteine fusion 
des enzymes de levure, les parametres cinetiques obtenu differaient de ceux des 
enzymes libres, suffisamment pour expliquer la diminution du delai (PETTERSON et 
ah, 2000), sans avoir recours a l'existence d'une canalisation. 

La controverse au sujet de savoir si la canalisation existe reellement dans les 
systemes ou elle a ete proposee, est certainement importante en relation avec le 
controle metabolique, puisque si elle ne s'effectue pas, elle ne peut pas avoir d'in- 
fluence sur le controle. Neanmoins, il ne s'agit la que d'une partie de la question, 
puisque meme si elle existe, il n'est pas necessaire qu'elle joue un role significatif 
sur le metabolisme. Ce point a ete beaucoup moins discute, probablement parce 
que les avantages de la canalisation semblent evidents, en raison de la confusion 
entre les proprietes de la canalisation parfaite et celles du mecanisme de 
canalisation dynamique qui est le sujet de la controverse. 

II peut sembler intuitif que meme dans un mecanisme tel que celui de la 
figure 10.4a, une augmentation de la vitesse des etapes de canalisation au depend 
des etapes de libre diffusion devrait augmenter la concentration a l'etat stationnaire 
de l'intermediaire libre, mais il s'agit ici d'une illusion. Bien qu'une telle aug- 
mentation puisse diminuer la vitesse a laquelle S 2 est libere du complexe EiS 2 , elle 
diminuera egalement la vitesse a laquelle S 2 est fixe par E 2 et le resultat net peut 
pencher d'un cote ou de l'autre. Qu'il y ait un petit effet ou non est purement une 
question de definition, puisqu'il n'est pas facile de distinguer les effets authentiques 
d'une canalisation des effets qui pourraient provenir de changements de l'activite 
catalytique de l'enzyme qui ne sont pas lies a la canalisation ; neanmoins, il n'y a 
aucun doute que, meme si la canalisation a un effet sur les concentrations 
d'intermediaires a l'etat stationnaire, il est trop faible pour jouer un role regulateur 
utile (CORNISH-BOWDEN et CARDENAS, 1993). Pour cette raison, il n'est pas 
necessaire de considerer d'avantage cet effet dans notre discussion. 

10.9.2. Cascades d' enzymes convertibles 

La cooperativite des interactions pour des enzymes individuels est une maniere tres 
importante de rendre une inhibition retroactive plus efficace en tant que mecanisme 
de regulation. Elle a cependant un serieux inconvenient qui l'empeche de fournir un 
moyen universel d'augmenter les elasticites : le degre de cooperativite est seve- 
rement limite en pratique par le fait que les enzymes ayant un coefficient de HILL 
superieur a 4 sont tres rares ; puisque l'elasticite pour une interaction ne peut pas 
exceder le coefficient de HILL correspondant, cela signifie que les interactions 



356 



ClNETIQUE ENZYMATIQUE 



individuelles enzyme-metabolite ont des elasticites qui ne sont pas superieures a 4. 
Cette valeur est trop faible pour un mecanisme destine a operer comme un interrup- 
teur : cela implique que pour obtenir une variation de 3 fois de la concentration 
d'un metabolite il est necessaire d'avoir une variation de 10% a 90% de l'activite 
maximale (voir § 9.1.2). 

Des elasticites beaucoup plus elevees sont possibles si nous considerons des 
systemes multi-enzymatiques du type de celui qui est illustre dans la figure 10.5, et 
qui sont parfois denommes « cascades ». 
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10.5 - Cascade d'enzymes convertibles 

Dans une activation allosterique ordinaire (a), I'activateur G se fixe directement sur un 
enzyme pour auqmenter eon activite, male dans un systeme convertible (b), il aqlt sur lee 
enzymes qui catalysent des conversions irreversibles entre les formes actives et inactives 
de I'enzyme cible. Pes substrats supplementaires (qui ne sont pas representes lei), comme 
I'ATP et I'eau, sont necessaires pour rendre les conversions irreversibles. 



Les systemes d'enzymes convertibles sont connus depuis plus d'un quart de siecle 
et de nombreux exemples sont connus, incluant de nombreuses kinases et phos- 
phatases de proteines (KREBS et BEAVO, 1979). La glutamine synthetase d'E. coli, 
qui est inactivee par adenylation et reactivee par deadenylation (CHOCK, RHEE et 
Stadtman, 1980, 1990), a ete etudiee en details et a servi de base pour un travail 
theorique extensif (CHOCK et STADTMAN, 1977 ; STADTMAN et CHOCK, 1977, 
1978). 

Dans le contexte de ce chapitre, le point essentiel est que les systemes d'enzymes 
convertibles peuvent generer des sensibilites tres elevees aux signaux, beaucoup 
plus elevees que ce qui n'est possible pour les enzymes seuls (Golbeter et 
Koshland, 1981, 1984). II est tentant de supposer que cette sensibilite elevee est 
inherente a la structure du cycle, mais en realite, si des valeurs arbitraires sont 
donnees aux parametres cinetiques de la reaction cyclique, le resultat typique est un 
systeme qui genere une sensibilite plus faible qu'un enzyme non-cooperatif isole. 
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Une tres grande sensibilite est obtenue uniquement si plusieurs conditions sont 
remplies (CARDENAS et CORNISH-BOWDEN, 1989) : 

► les interactions de l'effecteur avec les enzymes modifiants devraient etre cata- 
lytiques plutot que specifiques (anti-competitives plutot que competitives dans la 
terminologie de l'inhibition) ; 

► la reaction d'inactivation devrait cesser d'operer a des concentrations d'effecteur 
beaucoup plus faibles que celles qui sont necessaires pour stimuler la reaction 
d' activation ; 

► les deux enzymes modifiants devraient fonctionner dans des conditions proches 
de la saturation, une caracteristique particulierement mise en evidence par 
GOLDBETER et KOSHLAND (1981, 1982, 1984) sous le nom d' « ultra-sensibilite 
d'ordre zero ». Si toutes ces conditions sont satisfaites, la sensibilite accessible 
avec le mecanisme de la figure 10.5 est considerablement plus grande qu'avec un 
enzyme isole ; meme avec des contraintes severes imposees aux parametres 
cinetiques des enzymes modifiants, nous pouvons facilement obtenir l'equivalent 
d'un coefficient de HILL de 30 ou de 800 si nous relachons les contraintes, tout en 
restant dans la gamme de comportements communement observes avec les 
enzymes reels (CARDENAS et CORNISH-BOWDEN, 1989). 

Les deux premieres de ces conditions impliquent que les experimentateurs 
devraient prendre un soin particulier a noter ce qui pourrait apparaitre comme des 
proprietes cinetiques insignifiantes des enzymes modifiants. Meme si la compo- 
sante anti-competitive de l'inhibition d'un enzyme modifiant est un ordre de gran- 
deur plus faible que la composante competitive, elle peut encore etre essentielle 
pour un travail efficace du systeme. De la meme maniere, si nous observons que la 
phosphatase impliquee dans un cycle est activee uniquement a des concentrations 
apparemment non-physiologiques d'un effecteur, dix fois plus elevees que celles 
qui sont efficaces pour inhiber la kinase, cela ne signifie pas que l'effecteur est sans 
interet pour Taction de la phosphatase ; cela signifie que l'ensemble du systeme est 
bien mis au point pour generer une sensibilite tres elevee. 

Puisque les systemes d'enzymes convertibles peuvent generer une bien meilleure 
sensibilite que des enzymes cooperatifs, nous pouvons nous demander pourquoi ils 
ne sont pas universellement utilises dans la regulation metabolique. Contrairement 
aux enzymes cooperatifs, les systemes d'enzymes convertibles consomment de 
l'energie, parce que les deux reactions de modification sont supposees etre irrever- 
sibles ; ceci n'est uniquement possible que si elles impliquent des co-substrats 
differents, par exemple l'activation peut etre la phosphorylation par l'ATP, alors 
que l'inactivation peut etre l'hydrolyse par l'eau. 

10.9.3. le ro\e metabo\\c\ue de \'adeny\ate k'maee 

Le troisieme mecanisme que nous considererons ici est celui qui est le moins discute 
dans l'analyse du controle metabolique, probablement parce que son existence est 



360 



ClNETIQUE ENZYMATIQUE 



connue depuis si longtemps (il a ete suggere pour la premiere fois par KREBS 
(1964)) qu'il a ete oublie en tant que mecanisme multi-enzymatique de regulation. 
II concerne l'adenylate kinase (souvent appele myokinase) qui catalyse la conver- 
sion entre trois nucleotides adenyliques : 

ATP + AMP =«=fc 2ADP [10.46] 

L'adenylate kinase est presente avec une activite catalytique tres elevee dans 
certains tissus (tel que le muscle), ou a premiere vue sa reaction apparait n'avoir 
aucune fonction metabolique ; certainement dans de nombreuses cellules ou l'en- 
zyme est trouve, le flux a long terme a travers la reaction est negligemment faible. 
Pourquoi alors, est-il present et pourquoi avec une activite si elevee ? II n'est pas 
suffisant d'affirmer simplement que son role est de maintenir la reaction a l'equi- 
libre, parce que les concentrations dATP et dADP changent normalement si peu 
que la reaction pourrait difficilement se trouver eloignee de sa position d'equilibre, 
meme si la concentration d'enzyme etait beaucoup plus faible. La reponse semble 
etre que si les nucleotides d'adenine existent de maniere predominate sous la 
forme dATP, et que si l'equation [10.46] est toujours a l'equilibre, pas juste de 
maniere approximative mais exactement, alors les petites variations dans la balance 
entre 1ATP et 1ADP se traduisent par de larges variations relatives de la concentra- 
tion dAMP, de sorte que les enzymes qui sont specifiquement affectes par 1AMP 
peuvent repondre avec une grande sensibilite aux petites variations originales. 

Cette idee est illustree dans la figure 10.6, dont la partie superieure montre que, si 
les trois nucleotides d'adenine sont maintenus a une concentration totale 
[A TP] + [ADP ] + [AMP ] = 5 mM 

avec une constante d'equilibre t^TP] + [AMP] _^ . ^ concentrations d'ATP 

[ADP ] 2 

autour de 4 mM correspondent a de si faibles concentrations d'AMP que, quelle 
que soit la variation de la concentration d'ATP, celle-ci se traduit par une variation 
opposee et presque egale de la concentration d'ADP. A premiere vue cela ne semble 
pas nettement different de ce que nous aurions si l'AMP etait absent. Cependant, 
bien que sa concentration dans ces conditions est faible, ces variations fraction- 
nelles sont tres importantes en comparaison de celles de l'ATP et de l'ADP. Tous 
les enzymes qui fixent l'AMP tres fortement (de sorte qu'ils peuvent le detecter 
meme si sa concentration est tres faible par rapport a celles de l'ATP et de l'ADP) 
peuvent repondre avec une sensibilite importante comme l'illustre la figure 10.6b. 
La presence d'une activite elevee de l'adenylate kinase dans la cellule permet done 
a l'AMP d'agir comme un amplificateur de signaux de faibles amplitudes : dans 
l'exemple de la figure 10.6, une variation de 5% de la concentration d'ATP produit 
seulement une variation de 2,8% de la vitesse si l'enzyme n'est pas sensible a 
l'AMP, mais provoque une variation de 20% si l'enzyme est sensible ; en effet, le 
mecanisme a augmente l'elasticite efficace vis-a-vis de l'AMP par un facteur supe- 
rieur a 7, a partir d'une valeur d'environ 0,56 (2,8/5) jusqu'a une valeur de 4 (20/5). 
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1 2 3 4 5 [ATP] (mM) 

10.6 - Effist /'adeny/ate kinaee 



(a) SI les trols nucleotides d'adenlne sont toujours a I'equillbre, les falbles variations de la 
concentration d'ATF autour de 4 mM resultent dans dee variations relatives Importantes 
de la concentration d'AMF. (b) Ceci permet a un enzyme qui fixe fermement I'AMF pour 
presenter une plus importante reponse a I'ATP que s'll n'y avalt pas de variation dans la 
concentration d'AMP. Les courbes dans la figure (b) ont ete calculees en supposant des 
cinetiques de Michaelis et Menten vis-a-vis de IATF et de I'ADF, et une simple inhibition 
competitive par I'AMF. 51 les reponses individuelles etaient cooperatives, les effets nets 
pourralent etre beaucoup plus qrands que ceux qui sont presentes. Les falbles w'tesses 
neqatlves aux falbles concentrations dATF (region aqrandle dans I'lnsert) sont dues a la 
reaction Inverse, qui a lieu (quoiqu'a un faible taux) quand le rapport [ATP] /[ ADP] est 
suffisamment petit. 

Par lui-meme cet effet ne permet pas d'expliquer entierement, par exemple, l'aug- 
mentation d'un facteur 100 du flux glycolytique dans les muscles de vol des 
insectes quand la concentration d'ATP diminue de 10% et que la concentration 
d'AMP augmentate simultanement de 2,5 fois (SACKTOR et WORMSER-SHAVIT, 
1966 ; SACKTOR et HURLBUT, 1966), mais il contribue certainement de maniere 
preponderante a cette reponse. D'autant que les enzymes qui sont sensibles a l'AMP 
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repondent aux variations de concentrations de celui-ci de maniere cooperative, 
alors que dans la figure 10.6 nous avons suppose uniquement une simple inhibition 
competitive, pour eviter de compliquer la discussion en examinant simultanement 
deux types d'effet. 

PR03LEME5 

10.1 - Considerons un enzyme avec une vitesse donnee par I'equation de Hill 

V[A J h 

(equation [9.3]), c'est-a-dire v = r- 1 — - — — , dans des conditions ou 

(K^ + [A] h ) 

la reaction est hors equilibre et I'inhibition par le produit est negli- 
geable. Quelle est la valeur de I'elasticite sJ A] quand I'enzyme est a 

moitie sature, c'est-a-dire quand [AJ = K 05 ? Quelles valeurs limites 
prend-elle lorsque [A] devient tres petit ou tres grand ? 

10.2 - Pour la voie a trois etapes de I'equation [10.29], calculer les coefficients 

de controle du flux dans des conditions ou les elasticites vis-a-vis des 
deux intermediates sont les suivantes : 

<? v i - _ o 7 f Vi - ? f Vi --() 1 p V] - n ? 

(Supposer que St n'a aucun effet sur E 3 et que S 2 n'a aucun effet sur E 1f 
c'est-a-dire e v r % , =e" r \ , =0). 

10.3 - La manipulation de I'activite de I'enzyme E, dans une voie metabolique 

revele que celui-ci a un coefficient de controle du flux de 0,15 dans des 
conditions physiologiques. Son elasticite vis-a-vis du produit S, de la 
reaction est de -0,25 dans les memes conditions. L'enzyme suivant 
dans la voie, Ej, ne peut etre directement manipule et son coefficient de 
controle ne peut done pas etre mesure directement. Cependant, des 
etudes avec I'enzyme purifie indiquent qu'il a une elasticite de 0,2 vis-a- 
vis du substrat S, dans des conditions physiologiques. En supposant 
que S, n'a pas d'interaction particuliere avec I'un des autres enzymes 
de la voie, estimer la valeur du coefficient de controle du flux de Ej. 

10.4- L'approche « de bas en haut » decrite par Brown, Hafner et Brand 
(1990), implique de varier les activites de plusieurs enzymes dans une 
proportion constante et d'utiliser les variations resultantes dans le flux 
et dans les concentrations de metabolites pour estimer les coefficients 
de controle pour le bloc complet d'enzymes plutot que pour les en- 
zymes individuels. Imaginer une « experience theorique » permettant 
de deduire la relation entre I'un des coefficients de controle d'un bloc 
d'enzymes et les coefficients de controle correspondants des enzymes 
composants le bloc. 
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10.5- Une grande partie de la biotechnologie moderne est basee sur le prin- 
cipe que I'identification des enzymes qui catalysent les etapes limitant 
la vitesse dans une voie qui conduit au produit recherche, le clonage de 
ces enzymes et leur sur-expression dans des organismes adaptes per- 
mettront d'obtenir des rendements eleves des produits desires. 
Quelles implications I'analyse du present chapitre a-t-elle sur une telle 
strategie ? 
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11.1. LES LIMITATIONS DE5 ME5URE5 A L'ETAT STATIONNAIRE 
11.1.1. Phaeee traneitoiree 

Une phase transitoire est representee par un terme de la forme A e ( ~'/ T) dans une 
equation qui exprime la variation d'une quantite donnee en fonction du temps. 
Etant donne que T, une constante appelee temps de relaxation ou constante de 
temps, est une grandeur strictement positive, chaque phase transitoire a une valeur 
finie de A, connue sous le nom d'amplitude, quand t = 0, mais qui diminue en ten- 
dant vers zero lorsque t augmente et qui fini eventuellement par devenir negli- 
geable. Nous avons rencontre plusieurs exemples de phase transitoire notamment 
dans le chapitre 1 : le second terme de l'equation [1.10], par exemple, est une phase 
transitoire dont le temps de relaxation vaut l/k et dont l'amplitude vaut [A] . 
Comme l'illustre cet exemple, un temps de relaxation correspond a l'inverse d'une 
constante de vitesse de premier ordre ou de pseudo-premier ordre. Des phases tran- 
sitoires apparaissent toujours dans les equations cinetiques qui decrivent les reac- 
tions catalysees par des enzymes sauf si celles-ci sont derivees en utilisant l'hypo- 
these de l'etat stationnaire. Cela signifie qu'il y a toujours une periode avant que 
l'etat stationnaire ne soit etabli et durant laquelle l'hypothese de l'etat stationnaire 
n'est pas valable. Cette periode est appelee la phase transitoire de la reaction. 

II semble evident que les methodes experimentales necessaires pour etudier des 
reactions tres rapides, se deroulant sur des temps inferieurs a la seconde, doivent 
etre differentes de celles utilisees pour etudier les reactions lentes, tout simplement 
parce que la majorite des methodes habituelles necessitent un temps de l'ordre de 
plusieurs secondes pour melanger les reactifs. Par contre, il est peut etre moins evi- 
dent que des equations cinetiques differentes soient egalement necessaires pour 
analyser ces phenomenes rapides. Avec la majorite des reactions catalysees par des 
enzymes, l'etat stationnaire est etabli suffisamment rapidement pour que celui-ci 
soit considere comme existant pendant toute la duree de la mesure, a condition que 
les premieres secondes apres le melange ne soient pas incluses dans cette periode 
(voir § 3.3.7). En consequence, la plupart des equations que nous avons discutees 
dans ce manuel reposent sur l'hypothese de l'etat stationnaire. Inversement, les 
reactions rapides concernent, presque par definition, la phase transitoire existant 
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avant l'etablissement de l'etat stationnaire et ne peuvent done pas etre decrites par 
les equations de vitesse a l'etat stationnaire. Ce chapitre est consacre aux aspects 
experimentaux et theoriques de l'etude des phases transitoires, mais avant d'aborder 
ces problemes, il est utile de se demander a quoi peut servir de s'interesser aux 
mesures des phases transitoires : que pouvons-nous apprendre de l'etude de ces 
phases que nous ne puissions apprendre des cinetiques a l'etat stationnaire ? 



11.1.2. Etapes « lentes » et « rapides » 

dans les mecanismes enzymatiques 

Les mesures a l'etat stationnaire ont ete tres utiles pour elucider les mecanismes des 
reactions enzymatiques, mais elles presentent le desavantage que, la vitesse a l'etat 
stationnaire d'une reaction impliquant plusieurs etapes coincide, dans le meilleur 
des cas, avec la vitesse de l'etape la plus lente et ne fournit en aucun cas d'infor- 
mation sur les etapes les plus rapides. Pour comprendre le mecanisme d'une reac- 
tion enzymatique, il est necessaire d'obtenir des informations sur les etapes rapides 
autant que sur les etapes lentes. 

Avant de poursuivre cette discussion, nous devons nous debarrasser d'une absurdite 
apparente introduite dans le chapitre precedent. Pour un processus lineaire dans des 
conditions d'etat stationnaire, toutes les etapes se deroulent a une meme vitesse, 
done il semble injustifie de designer l'une de ces etapes comme etant l'« etape la 
plus lente » et Northrop (2001), par exemple, appelle cela un « terme 
inapproprie ». Si nous considerons que « le plus lent » signifie qui se deroule a la 
vitesse la plus faible, alors NORTHROP a certainement raison, mais si nous consi- 
derons que cela signifie qui compte pour la majeure partie du temps total, alors une 
vue differente est possible. 

Si nous considerons l'equation [7.20] (ou l'equation [3.99b], qui est equivalente) 
comme un exemple simple, nous pouvons l'ecrire dans sa forme reciproque de la 
maniere suivante : 

J_ = [12 .0] 

k A k x k 2 k 3 

ou K\ = Ar_4 jk x et K 2 = k_ 2 / k 2 sont les constantes d'equilibre (ecrites dans la direc- 
tion inverse) pour les etapes 1 et 2. En generalisant cela, nous voyons que la reci- 
proque de la constante de specificite est la somme des reciproques des constantes de 
vitesse dans la direction directe ou chacune est multipliee par le produit des cons- 
tantes d'equilibre a partir de la premiere etape. Cette grandeur, le temps specifique 
(§ 3.3.4), peut done etre considere comme la somme d'une serie de temps. Bien que 
la reversibilite des etapes indique que le temps mis par des molecules individuelles 
pour passer a travers l'ensemble du processus, peut varier fortement, il reste vrai qu'il 
y a un temps moyen qui peut etre considere comme la somme des quantites 
moyennes de temps utilisees pour passer separement au travers de chacune des 
etapes ; en effet, il y a de nombreuses annees, Van Slyke et Cullen (1914) ont 
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discute les cinetiques de l'urease exactement en ces termes. II y aura toujours une 
etape qui contribue autant au temps total que n'importe quelle autre etape, et il ne 
semble pas que ce soit un abus de langage d'appeler celle-ci l'etape la plus lente et de 
faire reference aux etapes qui contribuent de maniere moins significative en utilisant 
le terme d'etapes plus rapides. 

Ainsi, bien que toutes les etapes aient la meme vitesse dans des conditions d'etat 
stationnaire, cela ne signifie pas qu'une meme quantite de temps soit necessaire 
pour chaque etape, ainsi lorsque nous designons certaines etapes comme les etapes 
les plus lentes, nous ne considerons pas qu'elles se deroulent plus lentement, mais 
qu'elles comptent pour une plus large proportion du temps consomme. 

Northrop (1981) a egalement questionne l'idee globale d'etape limitant la vitesse 
dans les mecanismes enzymatiques. RAY (1973) a realise une analyse complete qui 
est sous certains aspects parallele a la discussion des etapes limitant la vitesse dans 
le metabolisme, initiee par Kacser et Burns (1973) et presentee dans le § 10.5 ; 
en effet, RAY a defini Yindice de sensibilite, a utiliser dans l'etude des effets isoto- 
piques, qui a des proprietes similaires a celles des coefficients de controle de flux. 
II est parfaitement possible (bien que pas necessaire) pour une etape de necessiter 
plus de temps que pour toutes les autres prises ensembles, et si ceci est vrai, il est 
raisonnable d'appeler celle-ci l'etape limitant la vitesse. Meme s'il ne domine pas 
entierement la somme, le temps requis par l'etape la plus lente sera toujours habi- 
tuellement similaire en grandeur au temps requis par l'ensemble du processus, et il 
est tres commun qu'une seule etape limite la vitesse globale. Des exceptions appa- 
raitront si le processus complet renferme un grand nombre d'etapes lentes se derou- 
lant sur des temps similaires, mais ceci est beaucoup plus improbable dans les meca- 
nismes d'enzymes individuels que dans les systemes metaboliques : ces derniers 
peuvent en effet contenir un grand nombre de composants et la selection naturelle 
peut avoir elimine une grande variability dans l'efficacite cinetique de differentes 
etapes entre elles ; mais dans les systemes chimiques, les constantes de vitesse pour 
les processus individuels varient typiquement sur plusieurs ordres de grandeur et 
aucune selection naturelle ne peut etre invoquee (en particulier pour les reactions 
etudiees avec des reactifs non-naturels) pour suggerer que les variations devraient 
etre reduites. Des considerations de ce type expliquent vraisemblablement pourquoi 
la necessite d'eliminer les etapes limitant la vitesse des discussions de la regulation 
metabolique est devenue evidente une dizaine d'annees avant que la question 
correspondante ne soit serieusement discutee pour les mecanismes enzymatiques. 

11.1.3. Ambigu'itee dans \'ana\yee a \'etat etationnaire de ey&temes 
impliquant des ieomerieatione d'intermediairee 

Comme nous l'avons discute dans le chapitre 6, l'experimentateur dispose d'une 
grande liberte pour modifier les vitesses relatives des differentes etapes d'une reac- 
tion en variant les concentrations des substrats. II est done souvent possible d'etudier 
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plus d'une etape de la reaction malgre la limitation fondamentale des cinetiques 
a l'etat stationnaire. Cependant, les isomerisations d'intermediaires pendant le 
processus reactionnel ne peuvent pas etre isolees de cette maniere, comme l'illustre 
1'exemple d'un mecanisme de Michaelis et Menten a trois etapes (equa- 
ion [3.82]), dont les parametres sont decrits par les equations [3.99] et [3.100], 
respectivement pour les reactions directe et inverse. Puisque ce mecanisme 
comporte six constantes elementaires de vitesse, mais uniquement deux parametres 
de MICHAELIS et MENTEN pour chaque direction de la reaction, il apparait que la 
caracterisation du systeme dans des conditions d'etat stationnaire, c'est-a-dire la 
mesure des parametres de Michaelis et Menten, ne fournit pas suffisamment 
d'information pour determiner toutes les constantes de vitesse. Comme nous l'avons 
discute dans le § 7.7, la mesure des effets isotopiques primaires permet de pallier 
ce probleme mais uniquement au prix de l'introduction de nouvelles hypotheses et 
uniquement pour les cas les plus simples : si le mecanisme comporte trois etapes au 
lieu de deux, entre la fixation du substrat et la liberation du produit, aucune 
methode d'etude a l'etat stationnaire ne permet de reveler leur existence, et done en 
aucune facon de fournir des informations sur la grandeur des constantes de vitesse. 

En general, comme mentionne dans le § 6.3, tous les intermediates intervenant 
dans un mecanisme reactionnel qui consiste en une serie d'isomerisations d'inter- 
mediaires, doivent etre traites comme une seule espece dans les cinetiques d'etat 
stationnaire. Ceci represente une limitation severe et fournit la justification prin- 
cipale pour l'etude des cinetiques des phases transitoires, qui ne sont pas soumises a 
cette limitation. Les vitesses lentes observees dans les experiences a l'etat statio- 
nnaire sont generalement obtenues en travaillant avec des concentrations faibles 
d'enzyme. Ceci peut constituer un avantage si l'enzyme est couteux ou disponible 
uniquement en petite quantite, mais cela signifie egalement que toute l'information 
concernant l'enzyme est obtenue indirectement, en observant les effet sur les reac- 
tifs et non en observant directement l'enzyme lui-meme. Pour observer directement 
l'enzyme, il faut l'utiliser dans des quantites comparables a celles des reactifs, de 
sorte qu'il puisse etre detecte par des methodes spectroscopiques ou autres. Cette 
pratique conduit a l'utilisation de concentrations d'enzyme tellement elevees que les 
methodes de mesure a l'etat stationnaire ne peuvent plus etre utilisees. 

Les avantages des methodes d'etude des phases transitoires pourraient faire appa- 
raitre les methodes de mesure a l'etat stationnaire comme obsoletes, mais rien ne 
semble indiquer que ces dernieres soient depassees et, pour les raisons que nous 
allons evoquer, nous pouvons nous attendre a ce qu'elles continuent a predominer 
dans les etudes enzymatiques pendant de nombreuses annees. Premierement, la 
theorie de l'etat stationnaire est la plus simple et les mesures a l'etat stationnaire 
necessitent un equipement plus simple. Deuxiemement, les faibles quantites d'en- 
zyme, necessaires pour les mesures a l'etat stationnaire permettent de les appliquer 
avec de nombreux enzymes pour lesquels des etudes des phases transitoires 
seraient trop couteuses. 
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11.1.4. Mauvais conditionnement 

Finalement, en plus de ces considerations pratiques, l'analyse des donnees des 
phases transitoires pose une difficulty numerique importante connue sous le nom 
de « mauvais conditionnement 7 ». Cela signifie que, meme en absence d'erreurs 
experimentales, il est possible d'obtenir des ajustements convainquant des memes 
courbes experimentales avec une large gamme de constantes et d'equations. Ceci 
est illustre dans la figure 11.1 qui montre un ensemble de points et une ligne 
calculee a partir de deux equations differentes, toutes deux typiques des cinetiques 
des phases transitoires. Bien que le graphique montrant les residus, c'est-a-dire la 
difference entre les points calcules et observes, indique une deviation systematique 
(insert dans la figure 11.1), ce graphique est trace avec une echelle tellement 
elargie que meme une petite erreur aleatoire dans les donnees masquerait toutes 
deviations par rapport a un ajustement parfait. L'implication pratique de cette 
observation est qu'il est souvent impossible d'obtenir toutes les informations qui 
sont theoriquement disponibles dans les mesures des phases transitoires sauf si les 
differents processus sont suffisamment separes dans le temps ou si les amplitudes 
des termes ayant des constantes de temps similaires sont de signe oppose. 




5 10 15 20 t 

11.1 - Caractere du « mauvaie conditionnement » dee fonctione exponentieiiee 

Les points ont ete calcules a partir de I'equation : y =5,Is~ t / 13 +4.7e~ t ^ 4A +9,3e _t / M - z 

et la ligne a ete calculee a partir de I'equation : y = 7,32e'^ 2 '' 62 +1O,914e^^ 30 . 3ien 
qu'en principe la mauvaise qualite de I'ajustement puisee etre etablie en portant en 
qraphique en fonction du temps les differences entre valeurs observees de y et valeurs 
calculees (insert), ceci presuppose une qrande precision experimentale. 



1. « ill conditioning » 
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11.2. LldERATION DU PRODUIT 

AVANTLA FIN DE CYCLE CATALYTIQUE 

11.2.1. Les c'met\(\uee avec burst 2 

Lorsqu'ils ont etudie l'hydrolyse du carbonate de nitrophenylethyle catalysee par la 
chymotrypsine, HARTLEY et KlLBY (1954) ont observe que, bien que la liberation 
du nitrophenolate au cours du temps est presque lineaire, l'extrapolation de la ligne 
sur l'axe des y donne une ordonnee positive (figure 1 1 .2). 




o 1 1 1 1 

4 8 12 Temps (min) 



11.2 - Un burst de liberation de produit 

Les donnees sont celles de Hartley et Kilby (1954) pour l'hydrolyse du carbonate de 
nitrophenylethyle catalysee par la chymotrypsine et la concentration d'enzyme est indiquee 
sur chaque courbe. Les ordonnees a I'orlqlne obtenues par extrapolation au temps zero de 
la partle lineaire de chaque courbe d'avancement sont proportionnelles et presque eqales a 
ces concentrations d'enzyme (Insert). 

Parce que le substrat n'est pas le substrat specifique de l'enzyme et qu'il est done 
tres mauvais, ils ont du travailler avec des concentrations elevees d'enzyme, et ils 
ont ainsi pu mettre en evidence que la grandeur de l'ordonnee, qui est appelee le 
burst de produit, est proportionnelle a la concentration d'enzyme. Cette observation 
suggere un mecanisme dans lequel les produits sont liberes en deux etapes, le 
nitrophenolate etant libere en premier : 



2. Certains termes anglais sont difficiles a traduire simplement en frangais sans perdre 
une partie de leur signification, si une terminologie complexe veut etre evitee. Dans 
d'autres cas, la terminologie anglaise fait partie du langage scientifique courant. 
Nous avons choisi dans ces cas de conserver le terme anglais plutot que d'utiliser 
une traduction imprecise ou lourde. C'est le cas pour les termes burst, stopped- 
flow et quenched-flow. 
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P 

h k-y } k-i 
E + A ^ » EA y > EQ »-E + Q [11.1] 

Si l'etape finale limite la vitesse, c'est-a-dire si k 3 est petit vis-a-vis de ki[A], k_ x et 
k 2 , l'enzyme existe presque exclusivement sous la forme EQ a l'etat stationnaire. 
Cependant, le produit P peut etre libere avant que EQ ne soit forme, et done durant 
la phase transitoire, P peut etre libere beaucoup plus rapidement que pendant l'etat 
stationnaire. On pourrait alors supposer que la quantite de P liberee pendant la 
phase transitoire de burst correspond exactement a la quantite d'enzyme et n'est pas 
seulement proportionnelle. Neanmoins, cela n'est rigoureusement vrai que si k 3 est 
beaucoup plus petit que les autres constantes de vitesse ; sinon le burst est plus 
petit que la quantite stoechiometrique, comme nous allons maintenant le montrer, 
en accord avec une derivation basee sur celle de Gutfreund (1955). 

Si [A] est suffisamment elevee pour etre consideree comme une constante pendant 
le temps de l'experience, et si k x [A] est grand par rapport a (k_ x + k 2 + k 3 ), alors, 
peu de temps apres le melange, le systeme se simplifie sous la forme : 

p 

EA < * EQ [11.2] 

Q 

parce que la reaction E + A — » EA peut etre consideree comme instantanee et 
irreversible, et que la concentration d'enzyme libre devient negligeable. II s'agit 
alors d'une simple reaction reversible de premier ordre (voir § 1.2.6) qui a les 
solutions suivantes : 

fEJ (k 3 + k 2 e^ +k ^) 

[EA] = y — >- [11.3] 

k 2 +k 3 

W£io(l-e^^']) 
[EQ] = ) '- [11.4] 

k 2 +k 3 

Les expressions pour les vitesses de liberation des deux produits sont aisement 
obtenues en multipliant ces deux equations respectivement par k 2 et par k 3 : 

dfPJ k 2 [Eh(k 3 + k 2 ^ k ^<A 

*l£± = kl[E A] = y - 1- [11.5] 

at k 2 + k 3 

^fJ- = k 3 [EQ] = ^- 1 [11.6] 

at k 2 + k 3 



A l'etat stationnaire, c'est-a-dire quand t est grand, le terme exponentiel devient 
negligeable et les deux vitesses deviennent equivalentes : 
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jfPJ = d[Q] = k 2 k 3 [E] 
dt dt k 2 + k 3 

Pendant la phase transitoire, cependant, d[PJ /dt est initialement plus grand que 
d[Qj/dt, de sorte que l'apparition de P se caracterise par un burst, alors que 
l'apparition de Q se caracterise par un delai (lag en anglais) quand les parties 
lineaires des courbes d'avancement sont extrapolees au temps zero. La grandeur du 
burst peut etre calculee en integrant l'equation [1 1.5] et en introduisant la condition 
[P] = quand t = : 

k 2 +k 3 (k 2 +k 3 ) 2 

La partie de la courbe d'avancement correspondant a la phase d'etat stationnaire est 
obtenue en considerant la meme equation apres que la phase transitoire a diminue 
jusqu'a zero : 

j-pj _ k 2 k 3 [E] t | k 2 [E] j-jj 9 j 

k 2 +k 3 (k 2 +k 3 ) 2 

C'est l'equation d'une droite dont l'intersection avec l'axe des [P ] donne la valeur n, 
la grandeur du burst : 

n = k } [E] \ = fEJo 2 [11.10] 



(k 2 +k 3 ) 2 



V k 2 



Ainsi le burst n'est pas egal a la concentration d'enzyme mais il s'en approche si k 2 
est beaucoup plus grand que k } . Bien que l'equation implique que la taille du burst 
ne peut jamais depasser la concentration d'enzyme, la realite est parfois plus 
complexe, parce que la concentration de substrat n'est pas vraiment constante et 
diminue pendant la phase d'etat stationnaire. En consequence, la partie de la courbe 
d'avancement correspondant a l'etat stationnaire n'est pas exactement une droite. Si 
la vitesse diminue de maniere significative pendant la periode utilisee pour la 
mesure, l'extrapolation sur l'axe peut conduire a une surestimation de la taille du 
burst. Ce type d'erreur peut etre evite en s'assurant qu'il n'y a aucune deviation 
perceptible par rapport a la linearite pendant la phase d'etat stationnaire. 



11.2.2. Titrage du site actif 



La decouverte des cinetiques presentant un burst a conduit au developpement d'une 
methode importante pour titrer le site actif des enzymes. II est en general difficile 
d'obtenir une mesure precise de la molarite d'une solution d'enzyme : les mesures 
de vitesse fournissent des concentrations en unites d'activite ou en katals par milli- 
litre, qui sont utiles pour des etudes comparatives, mais qui ne donnent pas acces a 
la concentration reelle de l'enzyme sauf si elles sont calibrees ; la plupart des autres 
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tests (test de Bradford, mesure de l'absorbance dans l'ultraviolet) sont des 
mesures de concentration des proteines et sont des lors peu specifiques sauf si 
l'enzyme est pur et entierement actif. L'equation [11.10] montre que, si nous pou- 
vons disposer d'un substrat pour lequel k 3 est petit ou nul, alors la taille du burst, n, 
est bien definie et egale a la concentration du site actif. Les substrats de la 
chymotrypsine utilises dans les premieres etudes de cet enzyme, le carbonate de 
p-nitrophenylethyle et l'acetate de p-nitrophenyle, ont des valeurs de k 3 trop ele- 
vees, mais par la suite, SCHONBAUM, ZERNER et BENDER (1961) ont montre que 
dans des conditions adequates, le trans-cinnamoylimidazole donne d'excellents 
resultats. A pH 5,5 ce compose reagit avec la chymotrypsine pour donner de 
l'imidazole et la trans-cinnamoyl-chymotrypsine, mais la reaction ne se poursuit 
pas, c'est-a-dire que k 3 ~ . Ainsi la mesure de la quantite d'imidazole liberee pour 
une solution de chymotrypsine donne une mesure precise de la quantite d'enzyme. 

Le titrage du site actif par mesure du burst differe des mesures de vitesse en etant 
relativement insensible aux modifications des constantes de vitesse : une mesure de 
vitesse exige des conditions bien definies de pH, de temperature, de composition 
du tampon... pour assurer sa reproductibilite. Par opposition, la taille du burst n'est 
pas affectee par des variations relativement importantes de k 2 , qui pourraient, par 
exemple, resulter de la modification chimique de l'enzyme, sauf si k 2 diminue au 
point d'avoir une valeur comparable a celle de k 3 . Mesuree de cette maniere, la 
modification chimique d'un enzyme n'affecte pas la mesure de la molarite de 
l'enzyme ou la rend egale a zero. Pour cette raison, le titrage des enzymes a ete ap- 
pele une methode de « tout ou rien » (Koshland, Strumeyer et Ray, 1962). 

11.3. L.E5 TECHNIQUE5 EXPERIMENTALE5 
11.3.1. Les classes de methodes 

Les experiences a l'etat stationnaire sont habituellement realisees sur une echelle de 
temps de plusieurs minutes, au minimum. Elles n'ont pas necessite le develop- 
pement d'un equipement special, parce que, en principe, toute methode qui permet 
l'analyse d'un melange reactionnel a l'equilibre peut etre adaptee pour permettre 
l'analyse du deroulement d'une reaction. Dans l'etude des reactions rapides, cepen- 
dant, les courtes periodes de temps sur lesquelles les mesures doivent etre realisees 
ont necessite le developpement d'appareils speciaux, et ne se presentent done pas 
comme une simple extension de celles des reactions a l'etat stationnaire. 

Les echelles de temps typiques des processus importants pour comprendre les 
reactions catalysees par des enzymes couvrent la gamme allant d'environ 1 ps pour 
les reactions les plus rapides de transfert de proton ou d'electron jusqu'aux secondes 
pour les reactions specifiques les plus lentes catalysees par des enzymes, ou plus 
longues - minutes ou heures - pour les reactions avec des substrats non-specifiques, 
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comme presente dans la moitie inferieure de la figure 11.3. Cependant, comme le 
montre la partie superieure de cette figure, les methodes courantes de mesure a l'etat 
stationnaire ne peuvent etre appliquees sur des echelles de temps inferieures a 
quelques secondes (et cela meme avec certaines difficultes). Un groupe important de 
methodes de melange rapide (§ 11.3.2 et 11.3.4) permet d'etendre cette gamme jus- 
qu'aux millisecondes, mais cela est toujours trop lent pour etudier certains processus. 
Pour ces phenomenes tres rapides, il faut avoir recours aux methodes de relaxation 
(§ 11-3.5). 



Methodes a l'etat stationnaire 



Methodes 
de flux 



■ "Quenched flow" 
"Stopped flow" 



Methodes 
de relaxation 

\ 



^ Flux continu 
Saut de pression 



Saut de temperature 




Methodes ultrasoniques 



i — 
1 

Is 



io- 12 

lps 



IO" 9 
Ins 



IO" 6 
l|is 



IO" 3 
lms 



10 3 



Temps (s) 



lmin 



lh 



Reactions de transfert de protons 
Reaction de transfert d'electrons 



Changements de conformation des macromolecules 
Reactions catalysees par des enzymes 

11.3 - Poma'mee de temps des methodes et des processus observes 

La partie superieure de \a figure montre ies qammes de temps 6ur iesqueiies ies differentes 
methodes discutees dans ie texte peuvent etre utiiieeee. La partie inferieure preeente ies 
qammee typiques de temps sur lesquels certains processus se deroulent. 

D'autres methodes que celles discutees dans ce manuel (figure 11.3) sont utiles 
dans certaines circonstances. La photolyse eclair ou la radiolyse pulsee sont des 
techniques qui permettent de generer tres rapidement un intermediaire de courte 
duree de vie et d'observer les reactions ulterieures. Ces techniques ont une utilite 
limitee dans l'etude des reactions biologiques car peu d'intermediaires peuvent etre 
generes de cette facon. Cependant, quand elles peuvent etre utilisees, la gamme 
accessible de l'echelle de temps est tres etendue et peut aller jusqu'a des temps 
aussi court que 0,1 ps. Meme s'il existe peu de systemes biologiques auxquels elles 
peuvent etre directement appliquees, l'information qu'elles sont susceptibles de 
fournir sur les reactions chimiques simples contribue a notre comprehension des 
etapes chimiques qui se deroulent dans les reactions enzymatiques. 
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Les methodes de resonance magnetique, en particulier la resonance magnetique 
nucleate, sont de plus en plus utilisees pour etudier la structure des proteines et 
peuvent egalement etre appliquees a la mesure des constantes de vitesse des sys- 
temes a l'equilibre, en particulier a celles des constantes de vitesse de dissociation 
des ligands, par exemple des complexes enzyme-inhibiteur. L'echelle de temps 
couverte correspond a celle des methodes de saut de temperature. 



11.3.2. Les methodes de flux continu 



Pour les processus qui ont des constantes de temps d'un ordre egal ou superieur a la 
milliseconde, les techniques principalement utilisees sont les methodes de melange 
rapide collectivement designees sous le nom de methodes de flux. Elles sont toutes 
derivees de la methode de flux continu mise au point par HARTRIDGE et 
ROUGHTON (1923) pour mesurer la vitesse de la combinaison de l'oxygene avec 
l'hemoglobine. Dans cette methode la reaction etait initiee en forcant deux reactifs 
a se melanger, l'hemoglobine reduite et un tampon oxygene, de sorte que le 
melange etait conduit a se deplacer rapidement dans un tube d'un metre de long. 
Dans une experience de ce type, pour eviter un flux laminaire de composants 
incompletement melange dans le tube, il est essentiel d'inclure une chambre de 
melange dans le systeme et de creer une turbulence pour s'assurer d'un melange 
complet et instantane. Tant que la vitesse de flux est constante, le melange observe 
a un point quelconque du tube a un age constant, determine par la vitesse de flux et 
la distance qui separe ce point de la chambre de melange. Ainsi, en realisant des 
mesures a plusieurs points le long du tube, il est possible d'obtenir une courbe 
d'avancement pour les premieres etapes de la reaction. 

Le principe de l'appareil est presente dans la figure 1 1 .4, qui n'est pas une repre- 
sentation realiste de l'appareil original, mais qui a ete dessinee de maniere a souli- 
gner la relation avec la methode de stopped-flow dont nous discuterons ci-dessous. 




Hemoglobine 
desoxygenee 



Tampon 
oxygene 



Source de 
lumiere 



Chambre 
de melange 



Systeme de 
detection 



~1 

Dechets 



11.4 - Methode de flux continu 

En positionnant le syeX-eme de detection a dlfferentee posltione \e lonq de \a chambre 
d'observation, il est possible de visualiser des melanges qui ont des aqes dlfferents. Cet 
apparell necessite de qrandes quantites de proteines mais ne necessite pas un systeme 
de detection avec une reponse rapide. 

La methode de flux continu requiert de grandes quantites de materiel, ce qui a 
initialement limite son utilisation a l'etude de l'hemoglobine. Neanmoins, les expe- 
riences d'HARTRIDGE et de ROUGHTON (1923) sont parmi les plus importantes dans 
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l'histoire de la biochimie, et devraient etre etudiees par tous les experimentateurs 
qu'ils s'interessent ou non aux cinetiques de reaction, parce qu'elles illustrent 
comment l'ingeniosite scientifique permet de surmonter des obstacles apparemment 
infranchissables. Ces experiences ont ete realisees avant le developpement com- 
mercial de systemes automatiques de mesure de l'intensite lumineuse et l'equipe- 
ment qui existait a l'epoque, necessitait plusieurs secondes d'ajustement manuel 
pour realiser chaque mesure. Alors qu'il pouvait sembler evident que les processus 
se deroulant sur une echelle de temps de l'ordre de la milliseconde ne pouvaient pas 
etre etudies avec un tel equipement, Hartridge et Roughton ont demontre le 
contraire. 

Apres avoir ete presque totalement abandonnee au profit des methodes de stopped- 
flow dont nous allons discuter ci-dessous, et ce en grande partie a cause de la con- 
sommation importante de materiel, la methode de flux continu a recemment connu 
un regain d'utilisation avec le developpement de methodes de melange ultra-rapide, 
qui permettent de descendre sous la barre de la milliseconde. Comme nous l'avons 
signale, de nombreuses reactions ont des constantes de temps tres courtes, infe- 
rieures a la milliseconde. Avec le developpement des methodes de mesure spectro- 
scopique qui permettent aujourd'hui de realiser un echantillonnage rapide, les 
methodes de flux restaient limitees par la capacite a melanger rapidement et entie- 
rement les deux solutions. Un premier systeme de melange ultra-rapide, developpe 
en 1985 par REGENFUSS et ses collegues, repose sur la miniaturisation du systeme 
et sur un astucieux systeme de melange (REGENFUSS, 1985). Le developpement de 
ce systeme est presque passe inapercu jusqu'a ce que ROUSSEAU et ses 
collaborateurs developpent un systeme proche pour etudier la fixation de 1'0 2 sur la 
cytochrome oxydase (TAKAHASHI, CHING, WANG et ROUSSEAU, 1995). Depuis ce 
systeme a connu de nouveaux developpements et des applications diverses (Roder 
et Shastry, 1999). 

11.3.3. Les methodes de stopped-flow 

De tres nombreuses ameliorations ont ete apportees au systeme de melange rapide 
de Hartridge et Roughton par Millikan (1936), Chance (1940, 1951), 
Gibson et Milnes (1964) et par d'autres, qui ont conduit au developpement de la 
methode de stopped-flow, qui est devenue la methode la plus couramment utilisee 
pour etudier les reactions rapides. Cet appareil represente schematiquement dans la 
figure 11.5 est constitue : 

► de deux ou plusieurs seringues contenant les solutions de reactif, 

► d'un systeme de melange, 

► d'une chambre d'observation, 

► d'une seringue ou d'une vanne d'arret, 

► d'un systeme de detection et d'enregistrement capable de repondre tres rapidement. 
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La reaction est initiee en poussant simultanement les pistons des deux seringues, 
provoquant ainsi le melange des deux reactifs et forcant le melange a se deplacer a 
travers la chambre d'observation jusque dans la seringue d'arret. Un court deplace- 
ment du piston de cette seringue d'arret l'amene jusqu'a une butee mecanique qui 
l'empeche de se deplacer plus loin, qui empeche ainsi le melange de se poursuivre 
et qui declenche simultanement le systeme de detection et d'enregistrement. Le 
temps qui se passe inevitablement entre le melange des reactifs et son arrivee dans 
la chambre d'observation est de l'ordre de la milliseconde et est appele le temps 
mort de l'appareil. 

Remplissage 




Enzyme 



u 



Substrat 




Arret 



Remplissage 



Declencheur 



Dechets 



11.5 - Representation d'un appareil de stopped-flow 



Dans sa forme courante, la methode de stopped-flow necessite l'utilisation d'un 
spectrophotometre pour suivre le deroulement de la reaction. Cette methode est 
done particulierement utile pour etudier les reactions qui engendrent une large 
variation de l'absorbance a une longueur d'onde utilisable, comme par exemple, les 
reactions catalysees par les dehydrogenases dans lesquelles le NAD M est reduit en 
NAD red . Cette methode n'est cependant pas limitee a de tels cas, puisque d'autres 
systemes de detection peuvent etre utilises. Par exemple, de nombreuses reactions 
catalysees par des enzymes s'accompagnent de la liberation ou de la fixation de 
protons, qui peuvent etre detectes optiquement en ajoutant un indicateur de pH 
dans le melange reactionnel, une approche qui remonte aux methodes de flux 
continu (BRINKMAN, MARGARIA et ROUGHTON, 1933). Dans d'autres cas, il est 
possible d'utiliser des changements de fluorescence (Hastings et Gibson, 1963) 
ou de tout autre signal spectroscopique mesurable rapidement. 



11.3.4. Le quenched flow 

Quelques fois la nature chimique des evenements observes par spectroscopie dans 
la methode de stopped-flow n'est pas clairement etablie (Porter, 1967). Ces ambi- 
gui'tes peuvent etre levees en utilisant la methode de quenched-flow (figure 11.6). 
Dans cette methode, la reaction est arretee (quenched) brievement apres le 
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melange, par exemple par un second melange avec un agent denaturant comme 
l'acide trichloroacetique, qui elimine rapidement l'activite enzymatique ; une autre 
methode consiste a refroidir tres rapidement le melange jusqu'a une temperature ou 
la vitesse de reaction est negligeable ou meme en congelant l'echantillon. En 
variant le temps entre le melange initial et l'arret de la reaction, il est possible 
d'obtenir une serie d'echantillons qui peuvent etre analyses par des methodes chi- 
miques ou autres et a partir desquelles la courbe d'avancement de la reaction peut 
etre construite. 

Remplissage 




Enzyme 



Substrat 



Tube de longueur variable 



Chambre 
de melange 



Systeme de I 
"quenching" f-^-Pl 



f 



Remplissage 

11.6 - Repreeentation d'un appareil de quenched-flow 

L'aqe du me\anqe est varie en modifiant \a longueur du tube connectant \a chambre de 
melanqe au syeteme de (\uencW\nq,. 



Generalement, la methode de quenched-flow necessite des quantites d'enzyme ou 
des autres reactifs plus importantes que la methode de stopped-flow, parce que 
chaque experience ne fournit qu'un point sur la courbe d'avancement, alors que par 
la methode de stopped-flow chaque experience fournit une courbe d'avancement 
complete. II est done souhaitable d'utiliser la methode de quenched-flow apres avoir 
realise des experiences preliminaries avec le stopped-flow pour bien cerner le pro- 
bleme a resoudre. Considerons, par exemple, les donnees presentees dans la 
figure 11.7 qui ont ete obtenues par Eady, Lowe et Thorneley (1978) dans des 
etudes de la dependance au MgATP 2 ~ des reactions catalysees par la nitrogenase. 
Cet enzyme est responsable de la fixation biologique de l'azote, et est forme de 
deux proteines, une proteine contenant un centre 4Fe-4S et une proteine contenant 
un centre Mo-Fe. Le MgATP 2 ~ est necessaire pour le transfert des electrons de la 
proteine a centre 4Fe-4S vers la proteine Mo-Fe et est hydrolyse en MgADP~ 
au cours de cette reaction. L'oxydation de la proteine a centre 4Fe-4S peut etre 
observee directement avec un stopped-flow couple a un spectrophotometre en sui- 
vant l'absorbance a 420 nm. Quand la reaction est initiee par un melange avec du 
MgATP 2 un phenomene unique de relaxation est observe avec une constante de 
temps de 42 ± 3 ms (figure 11.7a). Cette seule observation ne permet pas d'etablir 
que l'hydrolyse du MgATP 2- est directement couplee au transfert d'electron ; 
au contraire, MgATP 2- pourrait simplement etre un activateur de la proteine a 
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centre 4Fe-4S. Pour resoudre cette question, la vitesse d'hydrolyse a du etre mesu- 
ree directement, et cela a ete realise en mesurant la production du phosphate inor- 
ganique par la methode de quenched-flow. Cette approche a permis de determiner 
que la reaction d'hydrolyse proprement dite a une constante de vitesse de 44 ± 4 ms 
(figure 11.7b), qui n'est pas distinguable de la valeur mesuree par la methode de 
stopped-flow, confirmant que les deux reactions sont synchrones. 

£420nm 



a - "Stopped flow" 20ms Temps 

Phosphate libere 8 ~ 
(nmol) 

4 


b - "Quenched flow" o 50 100 150 200 Temps (ms) 

11.7- Comparaleon dee donneee de stopped-flow et de quenched-flow pour la reaction 
catalyeee par la nltrogenase de Klebsiella pneumoniae (EADY, LOWE et Thorneley, 1973) 

La trace de stopped-flow [a) meeure \e transfert d'e\ectrons entre les deux composants de 
\a nltroqenase, a\ors que les observations de quenched-flow (b) mesurent \a vitesse 
d'apparition du phosphate Inorganlque, c'est-a-dire I'hydrolyse de I'ATP. L'eqaWte des 
constantes de temps montrent que les deux processus sont couples. 

Dans les premieres versions de la methode de quenched-flow, le temps entre le 
melange et l'arret etait modifie en modifiant l'organisation physique de l'appareil, 
c'est-a-dire en modifiant la vitesse de flux et la longueur du tube separant les deux 
systemes de melange. En pratique, cela imposait des limitations severes sur les 
echelles de temps qui pouvaient etre utilisees et la methode n'etait pas pratique 
pour un usage general. De nombreux problemes ont ete resolus par la methode de 
quenched-flow pulse, qui a ete decrite par FERSHT et JAKES (1975). Dans cet 
arrangement, la reaction est initiee exactement comme dans une experience de 
stopped-flow, et un deuxieme ensemble de seringues est utilise pour l'arret. Celles- 
ci sont mises en mouvement automatiquement un laps de temps preetabli apres le 
premier melange. La periode entre le melange et l'arret est controle electroni- 
quement et ne depend pas des dimensions physiques de l'appareil. Puisqu'il ne 
necessite pas l'utilisation de longs tubes, ce systeme est plus economique en terme 
de reactif que le systeme de quenched-flow developpe originellement. 
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Une information plus detaillee concernant les methodes de flux peut etre obtenue 
dans les ouvrages plus specialises, (par exemple, Hiromi (1979)). Des methodes 
plus elaborees comprennent l'utilisation de spectrophotometres a balayage rapide 
decrite par HOLLA WAY et WHITE (1975). Ce dernier type d'instrument, maintenant 
disponible commercialement, offre des avantages considerables sur les types plus 
simples d'equipement de stopped-flow, puisque des spectres complets peuvent etre 
enregistres au cours de la phase transitoire. Ceci a permis, par exemple, une etude 
detaillee des intermediaries produits durant la reaction de la myeloperoxydase avec 
le peroxide d'hydrogene (MARQUEZ, HUANG et DUNFORD, 1994). 

11.3.5. Les methodes de relaxation 

Le melange de reactifs ne peut pas etre realise efficacement en moins de 0,2 ms, et 
l'arret du flux dans un instrument necessite environ 0,5 ms. (Bien qu'il soit conce- 
vable d'arreter une reaction plus abruptement, en pratique, cela provoquerait des 
ondes de choc qui genereraient des fluctuations transitoires dans le systeme de 
detection). Le quenching, soit chimique, soit par refroidissement, prend egalement 
un temps fini. II existe done une limite d'environ 0,5 ms pour le temps mort qu'il 
est possible d'atteindre avec les methodes de flux et il est peu probable qu'une 
adaptation des instruments permettra une reduction notable de ce temps. En conse- 
quence les processus qui sont termines en moins de 0,5 ms ne peuvent etre observes 
au moyen de ces methodes de flux. Ceci constitue une restriction severe pour un 
enzymologiste car la plupart des reactions catalysees par des enzymes impliquent 
de tels processus, et ils en existent quelques-uns pour lesquels le cycle catalytique 
complet se deroule en moins de 1 ms. Fersht(1999), par exemple, arepertorie sept 
enzymes dont les constantes catalytiques sont de l'ordre de 10 3 s~' ou superieures. 

Des considerations de ce type ont conduit au developpement des methodes de 
relaxation (ElGEN, 1954) pour l'etude des processus tres rapides. Ces methodes ne 
necessitent pas le melange de reactifs, mais comme nous le decrirons ci-dessous, il 
peut etre utile de les combiner avec une methode de stopped-flow. Dans une me- 
thode standard de relaxation, un systeme a l'equilibre est soumis a une perturbation 
qui modifie la constante d'equilibre et nous observons alors revolution du systeme 
vers un nouvel equilibre, un processus qui est appele relaxation. Plusieurs methodes 
de relaxation existent, parmi lesquelles la plus familiere est certainement la 
methode de saut de temperature (t-jump) dans laquelle la perturbation est une 
augmentation de temperature realisee par passage d'une decharge de courant 
electrique a travers l'echantillon : de cette maniere il est possible d'augmenter la 
temperature de l'echantillon de 10°C en environ 1 jj,s. Plus recemment des tech- 
niques de saut de temperature utilisant un pulse de radiation emis par un laser ont 
ete developpees. Ces methodes permettent d'augmenter la temperature en moins 
d'l ns. Un autre type de perturbation consiste dans un saut de pression : cette 
methode est utilisee pour mesurer des variations de volume qui peuvent avoir lieu 
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pendant le processus catalytique, mais elle est difficile a utiliser car les change- 
ments des constantes de vitesse qui ont lieu lors d'un changement de pression sont 
typiquement beaucoup plus petits que ceux induits par un meme apport d'energie 
sous la forme d'un saut de temperature. 

La perturbation produite par une decharge electrique n'est pas instantanement 
convertie en une variation de temperature uniformement repartie dans le volume de 
l'echantillon. En fait cela prend au moins 1 [is, et un soin considerable doit etre 
apporter a la construction de l'instrument de maniere a s'assurer que l'ensemble du 
volume est chauffe uniformement. Ainsi, avec cette methode, l'augmentation de 
temperature ne peut etre considered comme instantanee que si Ton s'interesse a des 
processus se deroulant plus de 1 [is apres le debut de la perturbation. II est impro- 
bable que des temps plus courts puissent etre atteints avec des perturbations 
irreversibles, mais des processus beaucoup plus rapides peuvent etre etudies en 
utilisant des perturbations sinuso'idales. Des ultrasons, par exemple, dont les fre- 
quences sont aussi elevees que 10 11 s~', produisent des fluctuations locales de la 
temperature et de la pression lorsqu'elles se propagent a travers un milieu. Ces fluc- 
tuations produisent des oscillations dans les valeurs des constantes de vitesse du 
systeme, et l'etude de l'absorption de l'energie ultrasonique par le melange reaction- 
nel fournit des informations sur ces constantes de vitesse (HAMMES et SCHIMMEL, 
1970). Les systemes enzymatiques sont generalement trop complexes pour qu'une 
application directe de cette approche puisse etre utilisee, mais l'etude de systemes 
simples a malgre tout fourni des informations utiles pour les enzymologistes : par 
exemple, le travail de Burke, Hammes et Lewis (1965) sur le poly-L-glutamate a 
montre qu'un changement important de conformation d'une macromolecule, la 
transition helice-pelote statistique, se deroule avec une vitesse de 10 5 -10 7 s" 1 . Appa- 
remment, les changements de conformation des enzymes ne se deroulent pas 
obligatoirement a de telles vitesses, mais des vitesses de cet ordre de grandeur sont 
possibles et la necessite d'un changement rapide de conformation ne peut constituer 
une objection a l'encontre d'un mecanisme de catalyse enzymatique. 

Un desavantage de l'observation des phenomenes de relaxation d'un systeme a 
l'equilibre est que les concentrations a l'equilibre des especes transitoires impor- 
tantes pour le processus catalytique peuvent etre trop faibles pour etre detectees. 
Cette difficulte peut etre contournee en combinant les methodes de stopped-flow 
et de saut de temperature, et des instruments de stopped-flow commercialises 
comprennent un accessoire de saut de temperature. Les reactifs sont melanges dans 
une experience conventionnelle de stopped-flow et sont soumis ulterieurement a un 
saut de temperature apres qu'un etat stationnaire a ete atteint. La relaxation vers un 
nouvel etat stationnaire caracteristique de la temperature la plus elevee est alors 
observee. Ce type d'experience permet d'observer des processus dans les phases 
precoces de reaction qui sont trop rapides pour etre observee par la methode 
conventionnelle de stopped-flow, parce que les reactifs sont deja melanges lorsque 
le saut de temperature est applique. 
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Dans le type standard d'instrument de saut de temperature, dans lequel la variation 
de temperature est produite par une decharge electrique, il n'y a aucune garantie 
que le systeme ne se refroidisse pas progressivement une fois le saut de tempe- 
rature realise. Cela impose une limite superieure au temps d'observation d'environ 
Is comme l'illustre la figure 11.3. Cependant, si des precautions sont prises pour 
eviter ce probleme, la periode d'observation peut etre etendue indefiniment. Par 
exemple, BUC, RlCARD et MEUNIER (1977) ont reussi a utiliser une methode de 
saut de temperature pour etudier la relaxation de l'hexokinase de germe de ble sur 
des temps de l'ordre de 40 min. 



11.4. LA ClNETIQUE DES PHA5E5 TRAN5IT0IRE5 



11.4.1. Les eyetemee hore d'equilibre 

Dans le § 3.3.7, nous avons examine la validite de l'hypothese d'etat stationnaire 
en derivant l'equation pour la cinetique d'un mecanisme de MlCHAELIS et MENTEN 
en deux etapes, sans supposer l'atteinte d'un etat stationnaire. Cette derivation est 
cependant possible, parce que la concentration du substrat est traitee comme une 
constante, ce qui n'est pas exactement correct. Malheureusement, la resolution des 
equations differentielles est impossible pour presque tous les mecanismes de cata- 
lyse enzymatique sauf en faisant certaines hypotheses. Dans les mesures des phases 
transitoires, nous essayons habituellement de choisir des conditions telles que le 
mecanisme suive approximativement une sequence d'etapes de premier ordre, parce 
que c'est le type le plus general de mecanisme qui a une solution exacte. 

Le mecanisme suivant en deux etapes servira a illustrer la maniere selon laquelle 
les sequences d'etapes de premier ordre sont analysees : 

k k 

x ^4 x, ^4 x 2 [ii.il] 

k_ x k_ 2 

Le systeme est defini par l'equation de conservation et par trois equations de 
vitesse. L'equation de conservation est donnee par : 

[X J + fX l J + fX 2 J = [X Tot ] [11.12] 

et assure que les exigences de la stoechiometrie sont satisfaites en exigeant que la 
somme des trois concentrations soit une constante, f X Tol ] . Les trois equations de 
vitesse sont donnees par : 

= -kJXJ + k^fXJ [11.13] 



d[X ] 



dt 
dfXJ 
dt 



= k x [X Q ]-(k_, + k 2 )[Xd + k_ 2 [X 2 ] [11.14] 



= k 2 fX l J-k_ 2 fX 2 J [11.15] 

dt 
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L'une de ces trois equations est redondante, puisque leur somme est simplement la 
derivee premiere de l'equation de conservation (equation [11.12]) : 

d[x ] | dfxj | d[x 2 ] = [n 16] 

dt dt dt 

Pour resoudre le systeme, nous pouvons done considerer qu'il est defini par les 
equations [11.12] a [1 1.14] en ignorant l'equation [11.15]. 

La solution d'un ensemble de trois equations differentielles de trois concentrations 
inconnues peut etre resolue simplement en eliminant deux des concentrations pour 
produire une seule equation differentielle a une inconnue. Premierement, [ X 2 ] 
peut etre eliminee en utilisant l'equation [11.12] pour l'exprimer en terme des deux 
autres concentrations : 

[X 2 J = [X Tot ]-[X ]-[X,] [11.17] 
et en substituant cette equation dans l'equation [1 1.14], nous obtenons : 

= k l [X J-(k_ l + k 2 )[X l J + k_ 2 ([X Tot J-[X J-[X l J) 

= (h-k_ 2 )[x j-(k_ 1 +k 2 +k_ 2 )[x l j+k_ 2 [x Tot j 

La differentiation de l'equation [11.13] fournit : 

d 2 [X J = dfX J ik dfXJ 
dt 2 1 dt 1 dt 

dt 

- k_i ( k_ x + k 1 +k_ 2 )[X l ] + k_ x k_ 2 [ X Tol ] 

Ensuite f X x ] est elimine en rearrangeant l'equation [11.13] de maniere a obtenir 
une expression de k_ x [X { ] en terme de [X J : 

k_,[XJ = kl [X ] + ^d- [11.20] 

dt 

qui peut etre substitute dans l'equation [11.19] : 



dinki = _ kl dqoi +ki(ki _ k _ 2)[XoJ 

dt dt 

-(k_ 1+ k 2 +k_ 2 /^ V i^iUkl 



kJX ] + ^-^- \+k_ x k_ 2 [X Tol ] 



[11.21] 



Si celle-ci est reorganised de la maniere suivante : 

[1122] 

+ (k_ik_ 2 + k x k 2 + kik_ 2 )[X J = k_ x k_ 2 [ X Tol ] 
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elle prend la forme standard suivante : 

d 2 [X J c 
dt 2 



d[X J 



dt 



+ Q[X ] = R 



[11.23] 



et donne la solution suivante : 



[X J = [XJ^ + ^e-'^+^e-*^ 



[11.24] 



dans laquelle [ X ] x est la valeur de fX J a l'equilibre, A 0l et A 02 sont des cons- 
tantes d'integration qui donnent les amplitudes des phases transitoires, et r, et T 2 
sont les temps de relaxation correspondants. Comme dans la plupart des discus- 
sions elementaires des cinetiques de relaxation, nous nous concentrerons dans cette 
discussion sur le contenu en information des constantes de temps, qui sont plus 
simples a traiter mathematiquement que les amplitudes. Neanmoins, les amplitudes 
constituent une source potentiellement riche d'information additionnelle. Parce que 
les methodes de relaxation implique un apport d'energie, habituellement sous la 
forme de chaleur, chaque amplitude de relaxation depend des proprietes thermody- 
namiques du systeme, telle que l'enthalpie de la reaction, AH. En consequence, les 
mesures d'amplitude peuvent fournir une information plus precise sur ces propri- 
etes thermodynamiques que celles qui sont obtenues par des mesures ordinaires. 
THUSIUS (1973) a decrit comment cela est realise dans le cas simple de la forma- 
tion d'un complexe 1 : 1 et donne des references pour d'autres sources d'information. 

Les valeurs des temps de relaxation dans l'equation [ 1 1 .24] sont les suivantes : 



Les solutions pour les deux autres concentrations [ X ] x et [ X] 2 ont la meme 
forme que l'equation [11.24] avec les memes temps de relaxation que ceux des 
equations [11.25] et [11.26] mais avec des amplitudes differentes. 

Si k_ x k 2 est petit par rapport a ( k_ x k_ 2 + k x k 2 + kik_ 2 ) , les expressions pour les 
reciproques des temps de relaxation se simplifient en (k x + k_ { ) et en (k 2 + k_ 2 ), 
pas necessairement dans cet ordre, puisque 1/ r t est toujours le plus grand et que 
1/t 2 est toujours le plus petit. Cette simplification n'est pas toujours autorisee, 
mais les expressions pour la somme et le produit des reciproques des temps de 
relaxation prennent toujours des formes simples : 



1 



P + (P 2 -4Qp 



[11.25] 



1 



\[p-(p 2 -4QP 



[11.26] 




= k l + k_ l + k 2 +k. 2 = P 



[11.27] 



= k_]k_ 2 +k x k 2 + kik_ 2 = Q 

T X T 2 



[11.28] 
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Cet exemple illustre plusieurs points qui s'appliquent de maniere plus generate. 
Tout mecanisme qui consiste dans une sequence de n etapes de premier ordre dans 
les deux sens de la reaction peut etre resolu exactement. La solution donnant revo- 
lution de la concentration de chacun des reactifs ou des intermediaries consiste 
dans une somme de (n + 1) termes, le premier donnant sa valeur a l'equilibre et 
les autres consistant en n phases transitoires dont les temps de relaxation sont les 
memes pour toutes les concentrations et dont les amplitudes sont caracteristiques 
d'une concentration particuliere. Dans les cas favorables, les temps de relaxation 
pour certaines ou pour toutes les phases transitoires peuvent etre associes avec des 
etapes particulieres du mecanisme ; dans ces cas, la reciproque du temps de relaxa- 
tion est egale a la somme des constantes de vitesse caracteristiques des sens direct 
et inverse de l'etape concernee. 

Un second point general qui n'est pas illustre par l'analyse ci-dessus, est que les 
reactifs qui sont separes du reste du mecanisme par des etapes irreversibles ont des 
caracteristiques de relaxation plus simples que celles des autres reactifs, parce que 
certaines amplitudes sont nulles. Considerons par exemple le mecanisme suivant en 
cinq etapes, dans lequel deux etapes sont irreversibles : 

X X, — X 2 ^ X 3 — >■ X 4 X 5 [11.29] 

En principe, chaque reactif devrait avoir cinq temps de relaxation, et c'est effec- 
tivement ce qui devrait etre observe pour X 4 et X 5 . Mais X 2 et X 3 sont isoles des 
deux dernieres etapes par la quatrieme etape qui est irreversible ; chacun a, des lors 
une amplitude nulle et done seulement quatre temps de relaxation observables. X 
et X[ sont isoles du reste du mecanisme par la seconde etape qui est irreversible ; 
revolution de chacun de ces reactifs a trois amplitudes nulles et seulement deux 
temps de relaxation observables. Independamment du nombre d'etapes irrever- 
sibles, le nombre total de phenomenes observes de relaxation pour chaque concen- 
tration ne peut etre superieur au nombre predit par le mecanisme, mais est souvent 
inferieur soit parce que des processus ayant des temps de relaxation similaires ne 
peuvent pas etre resolus ou parce que certaines amplitudes sont trop petites pour 
etre detectees. 

Tous les mecanismes de catalyse enzymatique comprennent au moins une etape de 
second ordre. Cependant, chaque etape de ce type peut etre transformee en une 
cinetique de premier ordre en fonction du temps (e'est-a-dire une cinetique de 
pseudo-premier ordre ; § 1.2.3), en s'assurant que l'un des deux reactifs est en large 
exces par rapport a l'autre. En consequence, au moins un des temps de relaxation 
observes renferme une constante de vitesse de pseudo-premier ordre et done, son 
expression comprend une dependance a la concentration. Cela est tres utile, puis- 
qu'il permet d'attribuer les temps de relaxation mesures a des etapes particulieres 
du mecanisme. Considerons, par exemple, le mecanisme suivant qui represente la 
moitie d'un mecanisme a enzyme modifie (§ 6.2.2) etudie en absence du second 
substrat : 
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k k 

E + A =<=fe EA — »■ E' + P [11.30] 

Pour ce mecanisme les equations [1 1.27] et [1 1.28] prennent la forme suivante : 

—+— = kJAJ + k { + k 2 [11.31] 
t. r : 

— = k x k 2 [A] [11.32] 

Ainsi un graphique de la somme des reciproques des temps de relaxation en fonc- 
tion de [A] fournit une droite dont la pente vaut k x et dont l'ordonnee a l'origine 
vaut (k_ x + kj), alors qu'un graphique de leur produit en fonction de [A] fournit 
une droite passant par l'origine et dont la pente vaut k x k 2 . Les trois constantes de 
vitesse peuvent done etre calculees a partir de la mesure des temps de relaxation. 

II.4.2. Simplification de mecaniemes complexes 

Bien qu'un mecanisme constitue de n etapes unimoleculaires puisse en principe etre 
analyse exactement quelle que soit la valeur de n, il est dans la pratique difficile de 
resoudre des processus exponentiels sauf s'ils se deroulent sur des echelles de 
temps suffisamment differentes. En consequence, le nombre de phases transitoires 
detectees peut etre bien inferieur au nombre de phases reellement presentes. Le 
degre de separation necessaire pour la resolution depend de l'amplitude, mais 
quelques generalisations utiles sont possibles. Si deux processus ont des amplitudes 
de signe oppose, elles sont relativement plus faciles a resoudre, meme si les temps 
de relaxation different par moins d'un facteur 2. La raison de cela est evidente : si 
un signal apparait et ensuite disparait, il est indeniable qu'au moins deux phases 
transitoires sont impliquees. Si deux phases transitoires proches ont des amplitudes 
de meme signe, elles sont plus difficiles a resoudre, parce que la decroissance de la 
courbe est monotone et sauf si le processus rapide possede une amplitude plus 
grande que le processus lent, son existence peut passer inapercue. 

Les relaxations lentes sont, en general, plus faciles a mesurer que les rapides parce 
qu'elles peuvent etre observees sur une gamme de temps ou les phases plus rapides 
ont disparu. En principe, done, il est possible d'etudier les processus rapides en 
soustrayant la contribution des phases lentes. Considerons, par exemple, l'equation 
suivante : 

[X] = [XJ^ + A^e-'/ 1 ' +A 2 q'<I^ [11.33] 

et supposons que Ti soit superieur a T 2 par un facteur d'au moins 10. Nous pouvons 
evaluer [ X] x en laissant evoluer la reaction jusqu'a l'equilibre et ensuite determi- 
ner A 2 et T 2 en realisant des mesures sur une periode allant d'environ 0,5 T 2 jusqu'a 
5 T 2 . Ces trois constantes permettent alors de calculer [XJ^ + A 2 e~' /Tl a n'importe 
quel temps. En faisant cela pour la premiere partie de la courbe d'avancement de 
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la reaction et en soustrayant cette valeur de la valeur observee de [XJ, nous 
obtenons des donnees caracteristiques d'un simple processus de relaxation : 
A x e~ l/T ' . Dans cette maniere de proceder, qui est connue sous le nom d'epluchage, 
les erreurs s'accumulent progressivement ; toute imprecision sur la valeur de [X]«, 
contribue aux erreurs commises dans l'estimation des valeurs de A 2 et de T 2 , et toute 
imprecision sur les valeurs de [XJ <X ,,A 2 et T 2 contribuent aux erreurs commises 
dans la determination des valeurs de A { et de X\. Ainsi, bien qu'en principe un 
nombre illimite de relaxations puisse etre resolu par cette methode, en pratique les 
processus les plus rapides sont beaucoup moins bien definis que les lents. Pour des 
raisons pratiques, done, il est conseille de creer des conditions dans lesquelles le 
nombre de phenomenes de relaxation est aussi petit que possible. Un exemple 
simple de cette approche a ete presente dans le § 1 1.2.1 : bien que le mecanisme en 
trois etapes utilise pour expliquer le burst de liberation du produit doive en principe 
produire deux relaxations, le nombre de phenomenes observables de relaxation est 
reduit a un seul en utilisant une concentration de substrat tellement elevee que le 
premier phenomene de relaxation peut etre considere comme instantane. 

Considerees du point de vue de l'enzyme, les reactions catalysees par les enzymes 
sont des reactions habituellement cycliques ; e'est-a-dire que le reactif initial, 
l'enzyme libre, est aussi le produit final. Cela n'empeche pas d'obtenir une solution 
pour les equations differentielles (en supposant, comme precedemment, que chaque 
etape soit de premier ordre ou de pseudo-premier ordre), mais conduit a des 
cinetiques de phase transitoire plus complexes que celles obtenues avec des reac- 
tions non-cycliques, parce que le systeme cyclique se relaxe vers un etat station- 
naire plutot que vers un equilibre. II est alors utile de simplifier le probleme en 
eliminant le caractere cyclique de la reaction. II y a differentes manieres de realiser 
cette condition. La plus simple conceptuellement est de choisir un substrat pour 
lequel la vitesse a l'etat stationnaire est suffisamment faible pour etre ignoree. En 
fait, e'est ce que nous realisons lorsque nous utilisons un titrant du site actif 
(§ 11.2.2). Cette approche presente neanmoins, un desavantage important qui est 
qu'elle implique d'etudier l'enzyme avec un substrat artificiel. 

Une approche differente consiste a realiser une experience de cycle unique {single 
turn-over), dans laquelle la vitesse est limitee par le substrat et non par l'enzyme, 
e'est-a-dire que [E] » [A] . Dans ce cas, le mecanisme de Michaelis et 
MENTEN peut etre ecrit comme suit : 

kifEJ k 2 
A * - EA =i=t P [11.34] 

k_ x k_ 2 [E] 

Cette equation a la forme de l'equation [11.11] parce que la reaction doit s'arreter 
quand le substrat est consomme et done aucun recyclage de l'enzyme n'a lieu. Cette 
approche a ete comparativement peu utilisee ces dernieres annees, mais elle reste 
potentiellement precieuse pour la determination de la veritable molarite des sites 
actifs (ou d'autres catalyseurs comme les anticorps catalytiques) sans qu'aucune 
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hypothese ne doive etre faite sur la purete de la preparation, et elle reste valable en 
presence de certaines complications telles que la capacite de certains enzymes a 
fixer le substrat sans catalyser la reaction (Topham et al., 2000). L'idee essentielle 
est que les methodes habituelles d'etat stationnaire fournissent facilement des 
mesures des parametres tels que K m /V = l/k A [E J qui comprend la concentration 
d'enzyme [EJ , alors que les methodes pre-stationnaires, par exemple les gra- 
phiques decrits a la fin du § 11.4.1, fournissent les quantites correspondantes sans 
le facteur/"£7 ; en divisant l'un par l'autre, il est done possible de calculer la 
veritable molarite de l'enzyme (BENDER et al., 1966 ; REINER, 1969). 

Dans les reactions plusieurs substrats (autres que les reactions d'hydrolyse), il est 
possible d'empecher l'enzyme d'etre recycle en omettant un des substrats du me- 
lange reactionnel. Cela est particulierement utile pour les enzymes qui suivent un 
mecanisme a enzyme modifie, parce qu'une reaction se deroule et est potentiel- 
lement mesurable, meme si la reaction est incomplete. Un exemple precoce de 
l'application de cette approche a ete l'etude de l'aspartate transaminase par 
HAMMES et FASELLA (1962). En etudiant les reactions partielles de cet enzyme, 
principalement par la methode de saut de temperature, ces auteurs ont pu attribuer 
des valeurs a 10 des 12 constantes de vitesse qui caracterisent le mecanisme 
(figure 11.8). Les transaminases constituent une classe d'enzymes particulierement 
attractive pour ces etudes en raison de la facilite de mesurer les changements 
spectraux dus au coenzyme, le phosphate de pyridoxal, qui ont lieu au cours de la 
reaction. 



Complexe 
pyridoxal-enzyme-glutamate 



3,3 xK^M-V 1 




Complexe 

pyridoxamine-enzyme-2-oxoglutarate 




2,lxl0 7 M- 1 s" 1 




70s" 



Pyridoxal-enzyme 



Pyridoxamine-enzyme 



Rapport = 1,8x1 3 M" 1 



Complexe 
pyridoxal-enzyme-aspartate 




140 s 




_80s- 
~26f 



TxlO^-V 1 



Complexe 

pyridoxamine-enzyme-oxaloacetate 



11.3 - Le mecanisme de la reaction catalysee par I'aepartate transaminase, 
avec les constantes de vitesse attributes par Hammes et Fasella (1962) 



Le traitement des enzymes qui suivent un mecanisme a complexe ternaire est moins 
direct parce qu'un melange reactionnel complet est normalement necessaire avant 
qu'un changement chimique ne puisse se derouler. Neanmoins, PETTERSSON (1976) 
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a fourni un traitement rigoureux des cinetiques des phases transitoires des reactions 
a complexe temaire, et l'a applique pour resoudre certaines ambigui'tes dans les 
reactions catalysees par l'alcool dehydrogenase du foie de cheval (Kvassman et 
PETTERSSON, 1976). Des experiences de cycle unique (single turnover) peuvent 
etre realisees avec des enzymes suivants un mecanisme a complexe ternaire, en 
maintenant un des substrats a une concentration plus faible que celle de l'enzyme. 

Une des caracteristiques attractives des cinetiques des reactions rapides est que 
celles-ci peuvent souvent fournir une information simple au sujet du mecanisme 
tout en evitant la complexity algebrique qui peut etre difficilement evitee dans les 
etudes a l'etat stationnaire. Un exemple evident est celui de l'experience originale 
de burst de Hartley et Kilby (1954), dans laquelle l'ordre de liberation des 
produits a ete etabli avec un haut degre de certitude par l'observation qu'un des 
produits (le premier) est libere au cours du burst (§ 11.2.1). Strictement, il est 
necessaire de montrer que le second produit n'est pas egalement libere dans un 
burst, parce qu'en principe les deux produits pourraient etre liberes dans un burst si 
la derniere etape de la reaction etait une isomerisation de l'enzyme libre limitant la 
vitesse et permettant la regeneration de sa forme originale. 

De maniere similaire, nous pouvons deduire l'ordre d'addition des substrats dans le 
mecanisme a complexe ternaire en variant les combinaisons de reactifs dans les 
seringues dans une experience de stopped-flow. S'il existe un ordre obligatoire de 
fixation, la trace observee lorsque l'enzyme est pre-melange avec le substrat qui se 
fixe en premier est probablement plus simple que celle observee lorsque l'enzyme 
est pre-melange avec le substrat qui se fixe en second : dans le premier cas, le 
premier complexe est deja forme quand les seringues sont actionnees, mais dans le 
second cas le pre-melange avec le second substrat ne provoque rien, puisque 
aucune reaction ne peut se derouler tant que l'enzyme n'est pas mis en contact avec 
le premier substrat. 

11.4.3. Lee syetemee proches de l'equilibre 

Dans un instrument de saut de temperature, la perturbation de la constante d'equi- 
libre n'est generalement pas suffisamment importante pour generer un etat dans 
lequel le systeme est eloigne de l'equilibre. En consequence, l'analyse des cineti- 
ques de relaxation est simple et il n'y a aucune necessite a transformer des etapes 
d'ordre eleve en etape de pseudo-premier ordre. La raison de cette situation est que 
ce sont les termes impliquant un produit de concentrations qui empeche la resolu- 
tion du systeme d'equations differentielles mais ces termes peuvent etre negliges 
dans les systemes proches de l'equilibre. Une simple reaction de fixation permet 
d'illustrer cette situation : 

h 

E + A =i=t EA [11.35] 

k_ x 

[E] 00 + A[E] [AJ^ + AfAJ [XJ^ + A[XJ 
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Dans ce schema, f E ]„, [A ]^ et [X sont respectivement les concentrations a 
l'equilibre de E, A et EA a la temperature la plus elevee, c'est-a-dire qu'elles 
definissent l'equilibre dans le systeme apres la perturbation ; les constantes de 
vitesse k x et k_ x sont de la meme maniere celles qui s'appliquent a la temperature la 
plus elevee. La concentration a chaque instant t peut etre representee respective- 
ment par [E]„ + A[E], [AJ^ + AfAJ et [X] x + AfXJ, et la vitesse est donnee 
par l'expression suivante : 

= k x ([E]„ + A[E])([A]„ + A[A])-k_ x ([X]„ + A[X]) [11.36] 

at 

Cependant, dA[X] jdt est identique a d[Xj/dt, et par la stcechiometrie de la 
reaction, A[ E ] = A[ A J = -Af X J . Ainsi : 

= k x [E]„[A]„-k_ x [X]„ [n 3?] 

- [k x ([E 7. - [AU + k_ x } AfXJ + k x ( AfXJ) 2 

Sous cette forme, il s'agit d'une equation differentielle non-lineaire qui n'a aucune 
solution analytique. Le terme qui la rend non-lineaire est k x ( A[X J) 2 . Si le sys- 
teme est proche de l'equilibre comme nous l'avons suppose au debut, ce terme peut 
etre neglige. Cependant, la vitesse nette a l'equilibre est nulle, comme dans tout 
systeme a l'equilibre et ainsi k x [E J^f A J^-k_ x [ XJ aa = 0, c'est-a-dire que le pre- 
mier des deux termes de l'equation [1 1.37] disparait et que celle-ci se simplifie sous 
la forme suivante : 

= -[k x ([E]„-[A]^) + k_ x ]A[X] [11.38] 

Cette equation est une simple equation differentielle lineaire qui peut etre resolue 
directement en separant les variables et en integrant (voir l'equation [1.1] dans le 
§ 1.1.1 qui a la meme forme), ce qui donne le resultat suivant : 

A[X] = AfXJ e^ k,aEU+[AU)+k -^' [11.39] 

dans lequel Af X J est la grandeur de la perturbation quand t = 0. Done, en suppo- 
sant que la perturbation initiale est faible, la relaxation d'une reaction a une seule 
etape est decrite par une seule phase transitoire avec un temps de relaxation r 
donne par : 

i = h([E]„ + [A]„) + k_ x [11.40] 
T 

Puisque [E] x , [A] x et k_ x /k { peuvent normalement etre mesures indepen- 
damment, une mesure de rpermet d'attribuer des valeurs individuelles a k x et a k_ x . 

Une analyse similaire peut etre appliquee a tout mecanisme proche de l'equilibre, 
que les etapes individuelles soient ou non de premier ordre, parce que les termes 
non-lineaires du type k x ( A[X]) 2 peuvent toujours etre negliges. En general, un 
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mecanisme comprenant n etapes a une solution comprenant n phases transitoires, 
bien que le nombre puisse etre reduit en imposant des contraintes thermodyna- 
miques sur les valeurs permises pour les constantes de vitesse. En plus, le nombre 
de phases transitoires observe experimentalement est souvent inferieur au nombre 
theorique, en raison de difficultes rencontrees pour detecter des phases de faible 
amplitude ou pour resoudre des phases proches les unes des autres. 

A la fin du § 1 1.3.4, nous avons vu qu'il est souvent pratique d'observer un systeme 
se relaxant vers un etat stationnaire plutot que vers un equilibre. Bien qu'il ne 
s'agisse pas rigoureusement d'un systeme proche de l'equilibre, il peut etre analyse 
de la meme maniere. Considerons, par exemple, le mecanisme de Michaelis et 
Menten : 

k x k 2 
E + A =*=t EA — *- E + P [11.41] 

k_ x 

[E] ss + AfEJ [A], [X]„ + AfXJ 

Si celui-ci est ecarte de son etat stationnaire (caracterise par les valeurs [E ] ss et 
[ X ] ss qui representent respectivement les concentrations d'enzyme libre et de 
complexe EA a l'etat stationnaire) de sorte que les constantes de vitesse ne sont 
plus celles qui defmissent l'etat stationnaire original, il se relaxera vers un nouvel 
etat stationnaire a la vitesse suivante : 

= h ([E] a + AfEJ) [A J - (k_ x + k 2 ) ([X] ss + AfXJ) [ 1 1 .42] 

at 

Si nous introduisons la condition d'etat stationnaire k x fE J ss fAJ =( k_ { + k 2 )fX J ss 
et la condition imposee par la stoechiometrie AfEJ = -Af X J , elle se simplifie de 
la maniere suivante : 

= -(k 1 fAJ + k_ 1 + k 2 )AfXJ [11.43] 

at 

qui est facilement integrable et donne une solution qui consiste dans une seule 
phase transitoire : 

AfXJ = AfXJ e- (k < [A] ° +k -< +k -i )l [11.44] 



Une presentation plus avancee et plus detaillee des cinetiques de relaxation des 
enzymes est donnee par HAMMES et SCHIMMEL (1970). 
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11.1- Un enzyme d'une masse moleculaire de 50 kDa est etudie dans une 
experience de cycle unique a une concentration de substrat de 1 |aM. 
La mesure de la vitesse d'apparition du produit a une concentration 
d'enzyme de 1 mg mL" 1 revele deux phases transitoires, avec des temps 
de relaxation de 4,5 ms et de 0,1 s. A 5 mg mL" 1 d'enzyme les valeurs 
correspondantes sont 2,8 ms et 31 ms. En supposant le mecanisme le 
plus simple en accord avec ces observations, estimer les valeurs des 
constantes de vitesse. 

11.2- Les donnees suivantes peuvent etre exprimees par une equation de la 
forme y = A + B e - ^ 71 +Ce~' /T2 . En supposant que est inferieur a 5 ms, 
estimer les valeurs de A, C et r 2 , et utiliser ces resultats pour estimer B 

et ty 



t (ms) 


y 


t (ms) 


y 


t (ms) 


y 


1 


78 


7 


40 


25 


20 


2 


68 


8 


37 


30 


19 


3 


60 


9 


34 


35 


18 


4 


53 


10 


32 


40 


17 


5 


48 


15 


25 


45 


17 


6 


43 


20 


22 


50 


17 



JJ.3-Dans des etudes en conditions d'etat stationnaire d'un enzyme, un 
inhibiteur competitif est decouvert qui possede un K t = 20\iM. Cette 
valeur est interpreter comme une veritable constante d'equilibre. La 
constante de Michaelis pour le substrat est egale a 0,5 mM. Ensuite, des 
experiences de stopped-flow sont realisees : dans I'experience (a), une 
seringue de I'appareil contient 0,2 mM d'inhibiteur et I'autre contient 
50 jaM d'enzyme, 0,2 mM d'inhibiteur et 10 mM de substrat ; dans I'expe- 
rience (b), une seringue de I'appareil contient 0,2 mM d'inhibiteur et 
50 |iM d'enzyme et I'autre contient 0,2 mM d'inhibiteur et 10 mM de 
substrat. La phase transitoire de la reaction a un temps de relaxation de 
7,7 ms dans I'experience (a) et de 15 ms dans I'experience (b). Estimer 
les constantes de vitesses on et off pour la fixation de I'inhibiteur sur 
I'enzyme libre. Les resultats des experiences de stopped-flow confir- 
ment-elles Interpretation originale que K, est une veritable constante 
d'equilibre. 
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12.1. L'EFFETPES ERREUR5 EXPERIMENTALE5 

DANS L'ANALY5E DE5 D0NNEE5 CINETIQUE5 

Au cours des 60 dernieres annees, la majorite des experiences de cinetique enzy- 
matique a ete analysee au moyen de graphiques lineaires decrits dans le § 3.5.2 et 
parmi ceux-ci, le plus populaire est sans aucun doute le graphique en double 
inverse dans lequel l'inverse de la vitesse est porte en fonction de l'inverse de la 
concentration de substrat (§ 3.5.2.1). Depuis le debut des annees 1980, l'apparition 
des micro-ordinateurs dans les laboratoires a conduit a l'utilisation de programmes 
pour l'analyse des donnees. 

II peut sembler que tous les graphiques utilisables devraient donner les memes 
resultats, avec uniquement de legeres variations subjectives provenant de la ma- 
niere de tracer la meilleure courbe, et done que l'utilisation de l'ordinateur devrait 
egalement fournir les memes resultats avec un accord encore plus general du a 
l'elimination du caractere subjectif. Cela serait le cas si les experiences pouvaient 
etre realisees avec une precision parfaite mais, en realite, l'erreur experimental est 
toujours presente et les differentes methodes utilisees fournissent des valeurs 
differentes des parametres, parce qu'elles sont differemment influencees par les 
erreurss. 

Cette situation est illustree par quelques exemples de calculs presentes dans le 
tableau 12.1. La premiere moitie superieure du tableau montre l'effet sur l/v et sur 
/ Aj/v d'une meme incertitude additive de + 0,1 dans chacune des 5 observations 
s'etalant sur la gamme allant de K m /5 a 5 K m . II faut noter que si les incertitudes 
sur les valeurs de v sont toutes identiques, les incertitudes resultantes sur l/v 
varient entre elles d'un facteur superieur a 20, et celles sur [Aj/v d'un facteur 
presque egal a deux (cette difference importante explique pourquoi la longueur des 
barres d'erreur qui sont presentees dans la figure 3.11 est tres variable alors que 
celle de la figure 3.12 Test beaucoup moins). De plus, comme le montre la moitie 
inferieure du tableau, les resultats ne sont ni proportionnels, ni meme 
qualitativement les memes quand les incertitudes sur v correspondent a une 
proportion constante de leurs veritables valeurs. 
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Par souci de simplicity, toutes les incertitudes presentees dans le tableau 12.1 ont 
ete calculees comme des valeurs positives, bien qu'en realite certaines soient 
positives et d'autres soient negatives. Si le calcul avait ete realise avec des valeurs 
negatives, les resultats seraient similaires a ceux qui sont presentes (a l'exception 
du signe) mais pas identiques puisque les transformations non-lineaires de v en 1/v 
et en [AJ/v ont des effets asymetriques dans les deux directions : c'est pour cette 
raison que les barres d'erreur des figures 3.10 a 3.12 sont asymetriques (toutes sont 
asymetriques meme si cette caracteristique n'est pas visible pour certaines parmi les 
plus longues). 

Tableau 12.1 - Effet de {'Incertitude experimental 
eur lee valeure transformees des observations 



[A] 


^reelle 


e 


V 


1 

Vreelle 


1 

V 


1 1 

v v r6ene 


[A] 

V reelle 


V 


[A] [A] 

V V reeWe 


0,2 


1 


+ 0,1 


U 


1,00000 


0,90909 


-0,09091 


0,20000 


0,18182 


-0,01818 


0,5 


2 


+ 0,1 


2,1 


0,50000 


0,47619 


-0,02381 


0,25000 


0,23810 


-0,01190 


1 


3 


+ 0,1 


3,1 


0,33333 


0,32258 


-0,01075 


0,33333 


0,33333 


-0,01075 


2 


4 


+ 0,1 


4,1 


0,25000 


0,24390 


-0,00610 


0,50000 


0,48780 


-0,01220 


5 


5 


+ 0,1 


5,1 


0,20000 


0,19608 


- 0,00392 


1,00000 


0,98039 


-0,01961 


0,2 


1 


+ 5% 


1,05 


1,00000 


0,90909 


- 0,04762 


0,20000 


0,19048 


- 0,00952 


0,5 


2 


+ 5% 


2,10 


0,50000 


0,47619 


-0,02381 


0,25000 


0,23810 


-0,01190 


1 


3 


+ 5% 


3,15 


0,33333 


0,32258 


-0,01587 


0,33333 


0,31746 


-0,01587 


2 


4 


+ 5% 


4,20 


0,25000 


0,24390 


-0,01190 


0,50000 


0,47619 


-0,02381 


5 


5 


+ 5% 


5,25 


0,20000 


0,19608 


- 0,00952 


1,00000 


0,95238 


- 0,04762 



Meme ces complications pourraient, avec quelques efforts, etre eliminees, si les 
veritables erreurs experimentales etaient systematiques (toutes de la meme taille et 
dans la meme direction) et de grandeur connue, comme dans le tableau 12.1. Dans la 
realite, elles sont de grandeur inconnue et elles varient au hasard, d'une observation a 
l'autre. Ainsi, une transformation non-lineaire des observations originales realisees 
pour faciliter le trace d'un graphique produit des distorsions non-lineaires de toute 
erreur presente dans les donnees originales, et ces distorsions rendent difficile le 
traitement correct de ces incertitudes. 

Cela signifie que l'estimation des parametres cinetiques a partir de l'analyse des 
graphiques n'est pas aussi evidente qu'elle y parait. De nombreux auteurs (et 
notamment l'un d'entre nous dans un livre precedent : CORNISH-BOWDEN, 1976b) 
ont conclu que les graphiques devraient etre evites et qu'une estimation serieuse des 
parametres devrait toujours se baser sur une analyse par ordinateur. Cette conclu- 
sion est particulierement attirante si nous considerons que la plupart des methodes 
decrites dans ce chapitre sont utilisables pour le developpement de logiciels 
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d'analyse et qu'un grand nombre de celles-ci sont trop compliquees pour etre 
abordees d'une autre maniere. Elle est toutefois erronee parce qu'elle neglige deux 
points : premierement l'ceil humain est beaucoup plus performant pour reconnaitre 
un comportement particulier ou inattendu que n'importe quel logiciel existant 
aujourd'hui ; deuxiemement, tous les logiciels reposent sur des hypotheses concer- 
nant les proprietes des erreurs experimentales presentes dans les donnees et si celles- 
ci ne sont pas appropriees, les resultats fournis par un logiciel ne seront pas meilleurs 
que ceux qui seraient obtenus a partir d'un graphique mal trace. II est evident que de 
nombreux utilisateurs de ces logiciels sont generalement mal informes au sujet de 
ces hypotheses, et de nombreux articles renferment des affirmations inconsistantes. 
Ainsi, par exemple, dans les cas ou des observations auxquelles sont attributes un 
pourcentage d'incertitude approximativement uniforme, sont traitees en leur donnant 
une ponderation egale. Comme nous allons le voir ci-dessous, une ponderation egale 
est appropriee pour des observations caracterisees par des incertitudes uniformes 
lorsque celles-ci sont exprimees en valeur absolue et non lorsqu'elles sont exprimees 
comme des pourcentages. 

L'utilisation aveugle d'un logiciel ecrit par quelqu'un d'autre est rarement un pro- 
cede sur. II ne peut du moins transformer une experience mal preparee en une 
experience reussie et il ne peut extraire une information precise a partir de 
mauvaises donnees. Neanmoins, il est irrealiste de demander aujourd'hui a tous les 
utilisateurs d'ordinateur d'ecrire leurs propres logiciels et, de plus, de nombreux 
logiciels d'ajustement des donnees de cinetiques enzymatiques sont deja dispo- 
nibles. A condition d'etre utilises avec certaines precautions, ceux-ci peuvent se 
reveler etre des outils tres utiles. Ce chapitre constitue une introduction de la 
theorie mais une description plus detaillee peut etre obtenue dans un autre livre 
(CORNISH-BOWDEN, 1995b) qui inclut un logiciel permettront d'implementer les 
methodes decrites sur un PC ou sur d'autres ordinateurs compatibles. 

Avant de terminer cette discussion sur les graphiques, nous devrions noter que leur 
fonction s'etend au-dela de l'analyse des donnees, qui est en effet realisee plus 
efficacement avec l'aide d'un ordinateur ; ils jouent egalement un role essentiel 
dans l'illustration des resultats de l'analyse. Si les lecteurs d'une publication scien- 
tifique voient, comme ils le font de plus en plus frequemment, des valeurs de para- 
metres qui ne sont accompagnees d'aucune indication sur la maniere dont celles-ci 
ont ete obtenues, a l'exception de l'affirmation que « les donnees ont ete ajustees 
sur l'equation de MlCHAELIS et MENTEN » (PORTARO et al, 2000) ou que les para- 
metres « ont ete calcules par ajustement des donnees a l'aide du logiciel GRAFIT » 
(STABILE, CURTI et VANONI, 2000), ils n'ont aucun moyen de juger si l'ajustement 
a ete realise en utilisant une ponderation appropriee et en verifiant la presence 
d'une erreur systematique. Ils n'ont aucune raison d'avoir confiance dans les 
donnees qui sont presentees. Accompagner les resultats quantitatifs au moins par 
un graphique qui illustre la qualite et la quantite de donnees devrait etre considere 
comme une necessite. Inversement, la pression des editeurs pour eliminer ce qu'ils 
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considerent comme inutile produit une tendance opposee : de plus en plus de 
publications, non seulement ne presentent pas de donnees primaires, mais ne 
presentent egalement aucune donnee secondaire. 



12.2. AJUSTEMENT 5UR UNE EQUATION DE MlCHAEUS 

ET MENTEN PAR LA METHOPE DE5 M0INDRE5 CARRE5 

12.2.1. Introduction des erreurs dans l'ec\uat\on de Michaeus et Menten 

L'equation de Michaelis et Menten est habibuellement ecrite sous la forme de 
l'equation [3.36], c'est-a-dire de la maniere suivante : 

v = nil [i2.i] 

K m +[AJ 

ou d'une maniere equivalente. Sous cette forme, elle est incomplete puisqu'elle 
neglige l'effet de l'erreur experimentale. Alors que le point essentiel de l'estimation 
statistique des parametres consiste a minimiser les effets de l'erreur experimentale, 
l'omettre de l'equation est une bonne recette pour chercher dans le noir. 

Nous pouvons modifier l'equation [12.1] en y faisant figurer l'effet de l'erreur 
experimentale de differentes manieres. Parmi ces manieres, deux impliquent des 
hypotheses simples sur les erreurs commises. Si nous supposons que toutes les 
observations ont le meme coefficient de variation, c'est-a-dire que les erreurs sont 
approximativement uniformes quand elles sont exprimees en pourcentage, alors un 
terme ^incertitude multiplicative (l + e, ) est approprie : 

= VfAMl + e.) 
K m +[A] i 

mais si nous pensons qu'elles ont la meme deviation standard, c'est-a-dire que les 
erreurs sont approximativement uniformes quand elles sont exprimees en unites de 
vitesse (mM s -1 ), alors, un terme d'incertitude additive e\ est le plus approprie : 

K m +[A]i 

Dans les deux cas, l'indice /, dans ce chapitre, indique que nous avons affaire, non 
a des observations isolees, mais a la i' eme observation parmi un echantillon de 
n observations. 

Les valeurs de e\ dans l'equation [12.3] ne sont pas les memes que celles de <?, dans 
l'equation [12.2], ce qui explique pourquoi nous avons besoin de deux symboles. II 
n'est pas essentiel d'ecrire les equations de cette maniere : nous pouvons utiliser 
l'equation [12.2] pour etudier le cas d'un coefficient uniforme de variation ou 
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l'equation [12.3] pour etudier le cas d'une deviation standard uniforme, mais cette 
pratique complique l'analyse sans necessite. L'avantage d'utiliser l'equation [12.2] 
dans le cas d'un coefficient uniforme de variation est que nous avons un terme e, 
qui se comporte simplement sans facteur de correction. Dans ce chapitre, nous 
utiliserons l'equation [12.2] comme la forme standard puisqu'elle correspond au 
mieux aux resultats qui ont ete obtenus dans les rares etudes qui ont pris en compte 
les erreurs experimentales rencontrees en cinetique enzymatique (par exemple 
STORER, DARLISON et CORNISH-BOWDEN, 1975 ; ASKELOF, KORSFELDT et 

Manner vik, 1976 ; Manner vik, Jakobson et Warholm, 1986). Nous ne ren- 
trerons pas dans l'algebre qui resulte de l'utilisation de l'equation [12.3], mais nous 
donnerons quelques resultats qui en decoulent, lorsque cela sera utile. En bonus, 
nous pouvons noter qu'a la fois l'algebre et l'arithmetique sont plus simples si nous 
supposons un coefficient de variation constant ; cependant, nous soulignons que 
ceci n'est pas une raison valable pour preferer cette situation, puisque le choix doit 
etre dicte par les proprietes sous-jacentes des incertaintudes et non par la facilite. 

Exprimer l'equation de MlCHAELIS et MENTEN sous la forme de l'equation [12.2] 
illustre pourquoi les transformations lineaires telles que celles decrites dans le 
§3.5 peuvent donner des resultats insatisfaisants. Puisqu'elles sont realisees a partir 
de l'equation [3.36] (identique a l'equation [12.1]) par une algebre parfaitement 
correcte, il est difficile d'admettre a premiere vue pourquoi elles pourraient etre 
incorrectes. Le probleme disparait une fois que nous avons realise que l'algebre 
n'est pas en cause, mais qu'il provient du point de depart. En effet, une expression 
plus complete de l'equation de Michaelis et Menten, comme celle de l'equa- 
tion [12.2], ne peut etre mise sous la forme de l'equation d'une droite. 

12.2.2. Estimations de Vet de K m 

Le probleme d'estimer V et K m aussi precisement que possible revient a trouver les 
valeurs qui rendent les deviations e, aussi petites que possibles. A l'exception du 
cas trivial ou il y a seulement une ou deux observations, il n'est, en general, pas 
possible d'obtenir des valeurs pour lesquelles toutes les valeurs de e. sont nulles. 
Par contre, il est possible d'en trouver qui minimisent la moyenne du carre des 
valeurs de e, , e, 2 . Nous utilisons ef plutot que e, pour eviter les complications 
provenant de l'existence a la fois de valeurs positives et de valeurs negatives. (En 
principe, nous pouvons obtenir un effet similaire simplement en ignorant le signe 
de <?,-, mais cela conduit a un algebre si difficile que cela n'est generalement pas 
utilise). Ainsi, nous pouvons definir les valeurs de V et de K m qui donnent le 
meilleur ajustement des donnees experimentales comme celles qui minimisent la 
somme des carres des deviations, SS, defmie de la maniere suivante : 

SS = 5>, 2 [12.4] 
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La somme est faite sur toutes les observations, comme indique, mais puisque les 
limites d'addition sont normalement evidentes dans les calculs statistiques, elles 
peuvent etre negligees sans danger d'introduire des ambigu'ites et dans le reste de ce 
chapitre, elles ne seront plus presentees explicitement. Le rearrangement de 
l'equation [12.2] permet d'exprimer e. en fonction de v„ [A] t ,K m etV: 



K v. v. 
e. = — =-!- + -!— 1 



V[A] t V 

En substituant cette equation dans l'equation [12.4], nous obtenons : 



[12.5] 



SS = I 



Ma 

i 

Taj, 



- + Mv.-1 



[12.6] 



dans laquelle N = K m /V et M = l/V sont respectivement l'ordonnee a l'origine et 
la pente du graphique de [Ajjvj en fonction de f A ] t (§ 3.5.2 et figure 3.11). 
Bien que les valeurs de V et de K m qui minimisent SS puissent etre obtenues en 
calculant les derivees partielles de l'equation [12.6] par rapport a V et a K m et en 
egalant chacune de ces deux derivees a zero, la meme conclusion peut etre atteinte 
de maniere plus rapide et plus simple en resolvant d'abord l'equation pour TV et M. 
Les derivations partielles de l'equation [12.6] vis-a-vis de TV et de M donnent la 
paire suivante de derivees partielles : 



dSS 
dN 

dSS 
dM 



= 1 



= 1 



2v, 



[A] t 



NVi 
[Ah 



+ Mvt -1 



,| AV ' + .\/r, -1 
[Ah 



[12.7] 



[12.8] 



Si nous definissons N et M comme les valeurs de TV et de M qui minimisent SS, 
les deux expressions peuvent etre considerees comme egales a zero et rearrangees 
en un systeme de deux equations en ^ et M: 



[A]f ~[Ah ~[Ah 



[Ah 

qui donne les solutions suivantes : 



[12.10] 
[12.11] 
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M = 



I-^I^-y-^-y-*- 



^[AJ^ 



( 



[12.12] 



[A] t 



La substitution dans ces equations des definitions de K m et de V en termes de N et 
de M donne alors les expressions suivantes pour les valeurs V et K m du meilleur 
ajustement : 



V = 



M 



K m — 



K 

M 



V 1 ^ i V 1 2 V 1 ^ i 

y^iy-y-^y-^ 

[A]f ' Z '[A] I 2 -[A] I 



[12.13] 



[12.14] 



Ce resultat, qui a, pour la premiere fois, ete donne par JOHANSEN et LUMRY (1961) 
est exact ; aucune modification supplemental n'est necessaire pour minimiser SS 
comme nous l'avons defini dans l'equation [12.6]. 

12.2.3. Kesuitats correspond ante pour une deviation standard 
uniforme des vitesses 



Si nous prenons l'equation [12.3] comme point de depart a la place de l'equa- 
tion [12.2], en substituant e\ dans l'equation [12.4] a la place de <?, dans la defini- 
tion de SS, cela revient a supposer que les vitesses originales sont caracterisees par 
une deviation standard constante plutot que par un coefficient de variation constant. 
L'analyse est plus difficile, parce qu'avec cette definition il n'y a pas d'expressions 
analytiques donnant les parametres de la courbe ajustee. Au contraire, celles-ci 
doivent etre obtenues par une serie d'approximations (voir CORNISH-BOWDEN, 
1995b). La derivation n'est pas presentee ici (voir neanmoins le probleme 12.3), 
mais les resultats suivants sont obtenus : 
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[12.16] 



Ces equations ne peuvent etre utilisees directement puisqu'elles comprennent les 
vitesses calculees, v, , qui sont inconnues tant que les parametres n'ont pas ete 
calcules. Pour contourner ce probleme, nous commencons par supposer que les 
vitesses mesurees represented des estimations raisonnablement precises des 
vitesses calculees, c'est-a-dire que nous calculons des estimations preliminaires de 
Vet de K m a partir des equations [12.15] et [12.16] dans lesquelles v,- est rem- 
placee par v,- . Ces estimations preliminaires des parametres peuvent etre utilisees 
pour calculer des estimations preliminaires des vitesses calculees, qui peuvent alors 
etre utilisees pour obtenir de meilleures estimations des parametres, qui peuvent a 
leur tour etre utilisees pour calculer de meilleures valeurs pour les vitesses 
calculees... et ainsi de suite jusqu'a ce que les resultats soient auto-consistants. 

Puisque ces calculs impliquent des approximations, il n'existe pas une maniere 
unique de proceder, et une approche differente decrite par Wilkinson (1961) est 
souvent donnee en reference dans la litterature. Celle-ci converge exactement vers 
les memes resultats numeriques et represente un travail tout aussi laborieux par 
ordinateur : il n'y a done aucune bonne raison de preferer l'une ou l'autre methode. 
Des formules legerement differentes sont egalement rencontrees dans la litterature 
qui donnent des resultats legerement differents de ceux obtenus par la methode de 
WILKINSON, parce qu'ils ne sont pas vraiment corrects : par exemple, dans un livre 
precedent de Cornish-Bowden (1976b), cet auteur donne des expressions 
equivalentes des equations [12.15] et [12.16] ou v?v,- est remplace par vfvf ; 
CLELAND (1967) donne des expressions equivalentes aux equations [12.15] et 
[12.16] ou vfvj est remplace par vf. 



12.3. A5PECT5 5TATI5TIQUE5 PU GRAPHIQUE LINEAIRE DIRECT 



L'approche par la methode des moindres carres pour ajuster les donnees est la 
methode generale la plus pratique et la plus largement utilisee (a l'exception peut 
etre de celle qui consiste a tracer a l'oeil une droite passant par les points), mais elle 
n'est pas necessairement la meilleure. Pour demontrer que la solution de la methode 
des moindres carres est la meilleure solution au probleme pose, nous devons non 
seulement definir ce que nous considerons comme la « meilleure solution », mais 



12.3.1. Comparaieon entre les etat\et\c\uee c\aee\c\uee 
et \es &tat\et\(\ues a distribution iibre 



12 - Estimation deb constantes cinetiques 



401 



nous devons egalement faire diverses hypotheses concernant la nature de l'incer- 
titude experimental : 

► Les incertitudes aleatoires sur les mesures sont distributes selon une courbe 
normale (gaussienne) d'incertitude. 

► Seulement une variable, la variable dite dependante, est sujette a des incertitudes. 
Dans les mesures de cinetique enzymatique, celle-ci est en general assimilee a la 
vitesse. 

► Les ponderations appropriees sont connues. Dans le contexte de ce chapitre cela 
correspond a connaitre quelle equation, parmi les equations [12.2], [12.3] ou 
toute autre equation, doit etre utilisee comme point de depart pour introduire des 
incertitudes dans l'equation cinetique. 

► Les incertitudes ne sont pas correlees, c'est-a-dire que la grandeur ou le signe 
d'une incertitude particuliere n'a aucune influence sur la grandeur ou le signe 
d'une autre incertitude. 

► L'incertitude systematique peut etre ignoree, c'est-a-dire que la courbe de distri- 
bution pour chaque incertitude a une moyenne egale a zero. 

En pratique, nous connaissons peu de chose ou rien au sujet de la verite ou meme 
au sujet de ces hypotheses. En consequence, l'analyse classique des donnees par la 
methode des moindres carres repose sur des bases theoriques plus fragiles que nous 
ne le realisons habituellement, meme si les scientifiques preferent baser leurs 
conclusions sur aussi peu d'hypotheses non-verifiees que possible. Une branche 
alternative de la statistique, connue comme la statistique a distribution libre ou 
non-parametrique, propose une solution puisqu'elle evite les differentes hypotheses 
ci-dessus a l'exception de la derniere, qui est conservee sous une forme attenuee : 
en absence d'autre information, une incertitude est supposee etre aussi bien positive 
que negative. 

Peut-etre l'idee la plus simple a suivre dans cette reduction du nombre d'hypotheses 
est que le meilleur estimateur de la valeur moyenne d'un ensemble de valeurs n'est 
pas d'en calculer la moyenne simple mais de calculer la mediane, c'est-a-dire la 
valeur centrale quand toutes les valeurs sont rangees par ordre. La moyenne est 
l'archetype d'un estimateur de la methode des moindres carres, alors que la mediane 
est l'archetype d'un estimateur d'une methode a distribution libre. 

Les avantages d'utiliser une methode a distribution libre peuvent etre tres impor- 
tants puisque ces methodes fournissent generalement des informations plus fiables 
quand les hypotheses reprises ci-dessus sont fausses. D'un autre cote, rien n'est 
gratuit et dans ce cas, le prix a payer est que si toutes les hypotheses de la theorie 
classique sont verifiees, nous obtiendrons de moins bonnes estimations des para- 
metres avec les methodes a distribution libre qu'avec la methode des moindres 
carres. Neanmoins, en general le prix est faible en comparaison des benefices 
potentiels. Un benefice qui n'est pas le moindre, est le fait que la theorie qui sup- 
porte l'analyse a distribution libre est plus simple a comprendre que la theorie 
statistique classique. Puisqu'aucune distribution n'est supposee, aucune theorie de 
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distribution de probability n'est necessaire et en effet tres peu de theorie est 
impliquee en plus de celle necessaire pour comprendre les experiences de tirage au 
sort (pile ou face). En effet, l'idee que chaque incertitude a la meme probability 
d'etre positive et negative est tres similaire a l'hypothese qu'une piece de monnaie a 
la meme probability de tomber sur le cote pile ou sur le cote face. 



12.3.2. Application au Qraphio\ue iineaire direct 

Le graphique Iineaire direct (§ 3.5.2.4) a ete concu dans le but d'introduire les 
notions d'analyse a distribution libre dans l'analyse des cinetiques enzymatiques et 
en meme temps de simplifier les procedures et les concepts. Pour toute paire non- 
repliquee d'observations (fAJ^Vj) et ([AJj,Vj), il existe une paire unique de 
valeurs des parametres V et K m qui satisfait exactement les deux observations 
quand elles sont substitutes dans l'equation de Michaelis et Menten : 

y = [A]i-[A]j 



V 



IS 

m ,ij 



[Ah 



v, Vj 



v, V j 



[A] t [A] ] 

Les valeurs de ces parametres defmissent les coordonnees du point d'intersection 
des deux droites representant les deux observations dans le graphique Iineaire 
direct. Prises dans leur ensemble, n observations fournissent un maximum de 
\/2n( n-\) paires de telles valeurs. (II s'agit du nombre maximum de valeurs 
plutot que du nombre reel parce que les paires de valeurs obtenues a partir d'obser- 
vations repliquees ou [A ] t = [AJj n'ont pas de significations et ne doivent pas etre 
considerees). 

La meilleure estimation de K m peut maintenant etre choisie comme la mediane d'un 
ensemble de valeurs de K m ij , et la meilleure estimation de V comme la mediane 
d'un ensemble de valeur de Vy. S'il existe un nombre impair de valeurs, la mediane 
est la valeur centrale quand les valeurs sont rangees par ordre ; s'il existe un nom- 
bre pair de valeurs, la mediane est donnee par la moyenne des deux valeurs 
centrales. Nous utiliserons les symboles K m * et V* pour representer ces estimations 
afm de souligner le fait qu'elles ne proviennent pas de l'utilisation de la methode 
des moindres carres. II existe deux raisons principales dans l'analyse du graphique 
Iineaire direct pour preferer defmir ces estimations comme la mediane plutot que 
comme un estimateur plus courant tel que la moyenne arithmetique : premierement, 
les estimations de K m iJ et de Vy sont automatiquement classees par ordre lorsque le 
graphique est trace comme l'illustre la figure 12.1, et done aucun calcul n'est neces- 
saire pour determiner les medianes ; deuxiemement, la mediane, au contraire des 



12 - Estimation des constantes cinetiques 



403 



autres types de moyenne est insen- 
sibles aux valeurs extremes qui sont 
obtenues de maniere inevitable dans 
les graphiques lineaires directs, parce 
que certaines droites sont presque 
paralleles. 




-[Ah ~[Ah ~[Ah ~[Ah ~[Ah 



12.1 - Determination dee medianee a partir d'un graphique lineaire direct 

Chaque paire de droites se coupe en un point dont iee coordonnees donnent une estimation 
de K m et une estimation de V, comme I'indiquent ies projections sur ies deux axes. Fuisque 
ies intersections sont automatiquement ordonnees iorsque ie qraphique est trace, ia 
determination des medianes se resume a compter afin de trouver i'estimation centraie 
dans chaque serie ou a caicuier ia moyenne entre ies estimations centraies lorsqu'il y a un 
nombre pair de points d'intersection [comme dans notre exemple). Si certaines intersec- 
tions se situent en dehors du premier quadrant, donnant lieu a des estimations neqatives 
des parametres, ceiies-ci doivent recevoir une attention speciaie (voir fiqure 12.2). Si de 
teiies intersections sont nombreuses ou si I 'arrangement des intersections indique un 
profit clair et reproductible, il est necessaire d'etudier la possibilite que ies donnees 
riobeissent pas a i'equation de Michaelis et Menten. 

L'avantage principal de cette approche par rapport a la methode des moindres 
carres reside certainement dans le fait qu'elle ne necessite pas de calcul et qu'elle 
n'implique aucune idee abstraite ou difficile a comprendre telle que la distribution 
normale des incertitudes. Mais elle possede egalement certains avantages statis- 
tiques (CORNISH-BOWDEN et ElSENTHAL, 1974) qui seront mis en evidence dans 
les § suivants. 



12.3.3. Absence de la necessite d'utiliser des ponderations 

L'analyse a distribution libre du graphique lineaire direct est seulement margina- 
lement moins bonne que l'analyse par la methode des moindres carres lorsque 
toutes les hypotheses de la methode des moindres carres sont verifiees (voir la liste 
dans le § 12.3.1). Dans d'autres circonstances, elle peut se reveler bien meilleure, 
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parce qu'elle repose sur peu d'hypotheses et est en consequence insensible aux 
deviations vis-a-vis de la distribution attendue des incertitudes. Par exemple, les 
estimations obtenues par la methode des moindres carres des parametres de 
Michaelis et Menten donnees par les equations [12.15] et [12.16] ne sont en 
aucune maniere les memes que celles donnees par les equations [12.13] et [12.14] ; 
si nous utilisons les equations [12.15] et [12.16] alors que nous devrions utiliser 
les equations [12.13] et [12.14] ou vice versa, nous nous ecartons des proprietes 
optimales de la methode des moindres carres et nous obtenons de mauvaises 
estimations des parametres. Ceci signifie qu'en pratique, pour utiliser la methode 
des moindres carres avec confiance, il est necessaire de connaitre la ponderation 
qui doit etre appliquee aux observations, de savoir si celles-ci sont uniformes dans 
leur coefficient de variation ou si elles sont uniformes dans leur deviation standard 
ou dans une combinaison des deux, mais en pratique nous n'avons presque jamais 
acces a cette connaissance. L'approche a distribution libre nous dispense de cette 
necessite d'appliquer la ponderation adequate et bien qu'elle puisse fournir des 
resultats marginalement de moins bonne qualite qu'une methode des moindres 
carres correctement ponderee, elle donnera generalement de bien meilleurs 
resultats qu'une methode des moindres carres mal ponderee. 

J2.3.4. \neene\b\\\te vie-a-vie d'obeervatione exceptiormeUee 

Une observation exceptionnelle est une observation presentant une incertitude plus 
grande qu'il n'est attendu sur la base de la distribution des incertitudes de la majorite 
des observations. Si une experience renferme une telle observation, celle-ci peut 
avoir un effet dramatique sur l'estimation des parametres par la methode des 
moindres carres, mais n'en aura presque aucune sur la methode a distribution libre. 
La raison pour cela est tres simple et derive des proprietes ordinaires de la moyenne 
et de la mediane : si un octogenaire marche dans une chambre remplie d'enfants, l'age 
moyen de la population de la piece peut facilement etre double, mais la mediane ne 
variera quasiment pas. L'estimation mediane des parametres comme nous l'avons 
decrite dans le § 12.3.2 n'est pas aussi insensible que cela parce que toute observation 
aberrante contribue a (n - 1) droites dans le graphique, mais elle est toujours beau- 
coup plus resistante a ces observations exceptionnelles que l'estimation par la 
methode des moindres carres. 

Pour resumer ce paragraphe et les precedents, nous pouvons dire que dans des 
conditions ideales, la methode des moindres carres est plus performante que toute 
methode alternative a distribution libre, mais qu'elle est tellement sensible aux 
deviations par rapport aux conditions ideales que dans la pratique, elle peut s'averer 
beaucoup moins performante. 
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12.3.5. Traitement dee eetimatione negativee dee paramhtree 

Dans les experiences caracterisees par des incertitudes importantes sur les mesures 
de vitesse, le graphique lineaire direct comme il a ete decrit originellement (c'est- 
a-dire comme il est presente dans les figures 3.13 et 12.1) presente un leger desa- 
vantage, c'est-a-dire qu'il conduit a des valeurs de K m * et de V* qui ne sont pas 
distributes aux environs des valeurs reelles correspondantes mais aux environs de 
valeurs qui sont trop faibles (CORNISH-BOWDEN et ElSENTHAL, 1978). Ce pro- 
blems provient de la presence de points d'intersection dans le troisieme quadrant, 
c'est-a-dire de points avec des valeurs negatives de K mij et de Vy. Pour comprendre 
comment corriger ce probleme il est utile de considerer pourquoi les intersections 
se trouvent en dehors du premier quadrant et la figure 12.2 montre des combi- 
naisons typiques de valeurs de [A] et de v qui conduisent a des intersections 
situees dans les premier, second et troisieme quadrants ; le cas de l'intersection 
dans le quatrieme quadrant n'est pas presente puisqu'il est impossible sauf si les 
donnees contiennent des vitesses negatives. 

II est possible de voir que les intersections localisees dans le deuxieme et dans 
le troisieme quadrant ont des origines totalement differentes et en consequence, 
elles doivent etre traitees differemment. Les intersections du deuxieme quadrant 
(figure 12.2b) peuvent apparaitre parce que l'enzyme presente un phenomene d'in- 
hibition par le substrat et les observations proviennent d'une partie de la courbe ou 
v diminue lorsque [A] augmente. Si s'agit de l'explication correcte, elle devrait etre 
confirmee par la presence dans le second quadrant d'autres intersections qui 
correspondent a des observations realisees dans cette gamme de concentrations de 
substrat. Cependant, s'il n'y a aucune preuve d'une deviation systematique vis-a-vis 
de l'equation de Michaelis et Menten, la presence d'une intersection isolee dans 
le second quadrant est tres vraisemblablement obtenue quand les deux valeurs de 
[A ] sont grandes vis-a-vis de K m et done que les deux valeurs de v sont suffi- 
samment proches l'une de l'autre pour que l'erreur experimentale provoque leur 
inversion dans l'ordre des valeurs. Ceci implique que la veritable valeur de V est 
similaire aux deux valeurs de v et que la veritable valeur de K m est beaucoup plus 
petite que les deux valeurs de [A]. Puisque la meme conclusion decoule 
du traitement des valeurs de K mij et de Vy obtenues a partir des intersections du 
second quadrant, il n'y a aucune raison d'appliquer un traitement particulier a ces 
intersections. 

Le cas des intersections dans le troisieme quadrant (figure 12.2c) est tres different. 
Celles-ci peuvent etre le symptome d'une incertitude systematique, signifiant dans 
ce cas que le graphique de v en fonction de f A J est une sigmo'fde et non une 
hyperbole rectangulaire, mais encore une fois, cela doit etre confirme ou infirme 
par l'examen des autres intersections obtenues a partir d'observations realisees pour 
des valeurs similaires de [A] . Si une incertitude systematique n'est pas confirmee, 
l'origine la plus vraisemblable de ces observations est que les deux valeurs de [A] 
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sont suffisamment faibles vis-a-vis du veritable K m pour que l'erreur experimentale 
provoque une inversion dans l'ordre des valeurs de v/ [A J . 





c - Troisieme quadrant 





12.2 - Interpretation des estimations negatives des parametres 
obtenues a partir du graphique lineaire direct 

Dane chaque cae, le qraphlque de qauche montre une pa\re d'obeervatlone dane lee 
coordonneee (l\ m , V) et le qraphlque de droite montre lee meme obeervatlone dane \ee 
coordonneee ([ A ], v), ou la courbe eet tracee en accord avec lee valeure dee parametree 
Indlqueee par le cercle vide (O) dane le qraphlque de qauche. Lee qraphlquee eont 
echematlquee plutot qu'exacte, c'eet-a-dire qu'ile ne eont pae tracee avec une echelle 
coneletante. (a) Dane le cae normal, l'erreur experimentale exlete male le point 
d'lntereectlon correepondant eet eltue dane le premier quadrant et lee eetlmat\one dee 
deux parametree eont poeltlvee. (b) 51 lee deux valeure de [A] eont plue qrandee que K m , 
l'erreur experimentale peut conduire a une intereection dane le eecond quadrant el lee 
valeure de v eont incorrectement ordonneee. (c) Si lee deux valeure de [A] eont plue 
petitee que K m , l'erreur experimentale peut conduire a dee intereectlone dane le troleleme 
quadrant el lee valeure de v/[A] eont incorrectement ordonneee. 
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Ceci implique que la veritable valeur de K m est grande vis-a-vis des valeurs de 
[AJet que la veritable valeur de V est grande vis-a-vis des petites valeurs de v : 
cette conclusion est l'opposee de celle impliquees par les valeurs de K m ij et de V v 
qui sont obtenues en considerant les valeurs brutes de l'intersection, puisque ces 
deux valeurs sont negatives dans le troisieme quadrant. Ceci explique le petit 
probleme rencontre si les valeurs brutes des intersections du graphique lineaire 
direct sont utilisees et celui-ci peut etre corrige en traitant ces intersections comme 
donnant des valeurs elevees a la fois de K mJj et de V tJ . Des valeurs numeriques 
reelles ne doivent pas etre proposees ; il est juste suffisant de dire qu'elles sont 
grandes et positives. Ceci s'explique parce que les valeurs numeriques des membres 
extremes d'un echantillon ne sont pas necessaires pour determiner la mediane. 

Ce remede traite un nombre negatif comme etant au-dela de l'infini plutot qu'en 
dessous de zero. Bien que de nombreuses personnes puissent se sentir mal a l'aise 
d'agir de la sorte, elles devraient realiser qu'extrapoler au-dela d'une vitesse infmie 
est ce que chaque utilisateur d'un graphique en double inverse fait lorsqu'il consi- 
dere l'intersection de sa droite avec l'axe des abscisses pour determiner la valeur de 
-l/K m (figure 3. 11). 

Aucune de ces complications n'affecte la forme alternative du graphique lineaire 
direct illustre dans la figure 3.14, parce que, avec ce graphique tous les deplace- 
ments moderes des droites, provoques par des incertitudes de grandeurs raison- 
nables entrainent des deplacements moderes des intersections, c'est-a-dire que 
celles-ci se deplacent moderement sur chacun des deux axes et ne passent jamais 
d'un quadrant a l'autre en raison d'un passage par l'infini. A cause de cela, aucune 
regie speciale n'est necessaire pour interpreter les intersections situees en dehors du 
premier quadrant de ce graphique. 

12.4. Precision des estimations 
de5 parametre5 cinetique5 

Nous avons essaye de limiter au maximum les complexites mathematiques dans ce 
chapitre et nous ne decrirons pas comment les formules permettant de tester la 
precision de l'estimation des parametres sont derivees, mais nous donnerons quel- 
ques resultats qui peuvent etre utiles (bien qu'ils devraient etre utilises avec precau- 
tions, puisque les calculs faits sans les comprendre sont une source d'interpretations 
erronees). Des explications sur la maniere d'obtenir ces resultats peuvent etre trou- 
vees ailleurs (CORNISH-BOWDEN, 1994c). 

Pour eviter de traiter separement les equations [12.13-14] et [12. 15-16], il est 
pratique de commencer par noter que ces deux paires d'expressions pour les meil- 
leures estimations des parametres de Michaelis et Menten sont des cas speciaux 
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de la paire suivante d'expressions donnant les meilleures estimations ponderees 
pour le graphique en double inverse : 



w< 



2 



V = — [12.19] 

w . w . w . w . 

Zj fAJ^v i ^[A]^[A] iVi 



K m = ^lA/i LAJi Yi — [12.20] 

y Wj y Wj y Wj y Wj 
Zd [A]f Zd v i Zd [A] i ^[A] i v i 

Dans ces equations, les ponderations w t sont les ponderations appropriees qui 
doivent s'appliquer aux valeurs de l/v,- sur la base de deux hypotheses differentes 
au sujet de la ponderation appropriee pour v, : si les coefficients de variation 
associes aux vitesses sont supposes uniformes, la ponderation a appliquer a l/v, est 
w i = vf et les equations [12.19] et [12.20] sont identiques aux equations [12.13] et 
[12.14] ; si les deviations standards associes aux vitesses sont supposees uniformes, 
la ponderation a appliquer a est w t = v?v ( . et les equations sont identiques aux 
equations [12.15] et [12.16]. 

Differents calculs peuvent etre realises pour tester la qualite de l'ajustement, mais 
deux questions apparaissent : de quelle maniere la courbe calculee s'ajuste-t-elle 
aux points observes et avec quelles precisions les valeurs des parametres sont-elles 
defmies ? La somme minimale des carres fournit un point de depart pour repondre 
a la premiere question. En termes d'ajustement pondere, elle peut etre defmie de la 
maniere suivante : 



SS = 5>, 



[12.21] 



J l_ 

y v, v, 

qui est equivalente a l'equation [12.6] si nous utilisons l'egalite w i = v, 2 et si nous 
calculons v, avec les meilleures estimations des parametres. Dans cette situation, 
cependant, la somme des carres n'est pas satisfaisante puisqu'il s'agit d'une somme 
plutot que d'une moyenne. Le remede evident est de la convertir en une moyenne 
en divisant par n, le nombre d'observations. Cependant, cette procedure est trop 
simple, parce qu'elle surestime la precision si n est petit : la raison peut etre 
apprehendee en considerant le cas extreme de n = 2, ou SS sera toujours egal a 
zero, puisqu'il est toujours possible d'ajuster exactement deux observations avec 
l'equation de MlCHAELIS et MENTEN, meme s'il n'y a aucune raison de supposer 
que les observations sont exactes. Bien que ceci explique de maniere evidente la 
necessite de realiser la correction, il est moins evident de savoir quelle taille cette 
correction doit avoir ; ici nous affirmerons simplement sans argumenter qu'une 
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estimation non-biaisee de l'incertitude experimentale peut etre obtenue en divisant 
SS par n - 2 : 

SS 



a = 

" exp - 

n -2 



[12.22] 



Cette quantite est appelee la variance experimentale. Elle fournit un moyen de 
tester la precision des estimations de V et de K m , puisque leurs variances peuvent 
etre exprimees a partir de celle-ci : 



a 2 (V) = 



exp2j [A] 2 



[12.23] 



2^-2 

exp 



V 2 a, 



o 2 (K m ) = 



Yw, + 2K m Y-^- + K^Y- 

[A] t [A] 2 



[Ah 



[12.24] 



f - \ 
V 



Vexp^Wi 



( ^ 2 
W/ v - Wi 



X w i V V w i 



[12.25] 



Cette derniere expression est donnee explicitement parce que, bien que la maniere 
de calculer V '/ K m a partir de Vet devest evidente, la relation entre les trois 
variances n'est peut etre pas evidente du tout. 

Une complication mineure est que, lorsque les deviations standards relatives aux 
vitesses sont uniformes, les valeurs de w, qui sont appropriees pour etre introduites 
dans les equations [12.21] a [12.25] ne sont pas les memes que celles qui sont 
necessaires dans les equations [12.19] et [12.20] : pour calculer les meilleurs para- 
metres, nous devrions utiliser w i = v ( 3 v ; . comme nous l'avons deja mentionne, mais 
une fois qu'ils sont connus, nous remplacerons ces ponderations par w i = v 2 v 2 
pour leur utilisation dans les equations [12.21] a [12.25]. Les raisons de ce chan- 
gement sont subtiles (CORNISH-BOWDEN, 1982) et ne sont pas tres importantes, 
parce que les resultats sont tres peu affectes si nous l'ignorons simplement et si 
nous utilisons les memes ponderations pour l'ensemble de la procedure. 

Les estimations des variances n'ont pas les memes dimensions que les parametres 
auxquelles elles correspondent, mais ont ces dimensions elevees au carre. La racine 
carree de la variance a done les memes dimensions que les parametres correspondant 
et est souvent appelee Vincertitude standard. Sa valeur est presentee de la maniere 
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suivante : V= 10.7 ± 1,2 mM s par exemple, ou 10,7 mM s 1 est l'estimation de la 
valeur et 1,2 mM s~ ] est la racine carree de l'estimation de la variance. Notons qu'il 
n'y a aucune raison d'enregistrer un resultat avec une precision superieure a celle-ci 
(excepte dans des exercices ou l'interet reside plus dans l'arithmetique que dans le 
resultat), par exemple tel que V= 10,7137 ± 1,2077 mM s" 1 , bien que des expressions 
de ce type soient couramment rencontrees dans la litterature. En regie generale, il y a 
rarement un interet a exprimer une incertitude standard avec plus de deux chiffres 
significatifs et la valeur du parametre correspondant devrait etre exprimee avec le 
meme nombre de decimales que l'incertitude standard. 

Une fois que nous avons calcule l'incertitude standard, qu'est-ce que cela signifie ? 
Cela signifie que : 

► si toutes les hypotheses presentees dans le § 12.3.1 sont verifiees, y compris que 
nous avons bien utilise le modele correct et qu'il n'y a aucune incertitude 
systematique, 

► si nous considerons une experience particuliere que nous avons realisee de la 
meme maniere dans les memes conditions qu'une myriade d'autres experiences, 

► si le nombre d'observations n est infmi dans chaque experience, alors la valeur 
reelle du parametre se situe dans la gamme allant de plus a moins une deviation 
standard du parametre calcule dans environ 68% des cas de cette myriade 
d'experiences. 

Si ceci semble avoir une signification plutot abstraite decoulant d'une grande 
quantite d'hypotheses, il s'agit neanmoins d'un fait : souhaiter qu'une deviation 
standard ait une signification plus utile ne la rendra pas reelle ! La troisieme 
supposition est clairement fausse dans les experiences reelles, puisque nous n'avons 
jamais un nombre infini d'observations, mais heureusement, le biais du a 
l'utilisation d'une valeur finie n peut etre corrigee, en accord avec un principe 
decouvert par W.S. GOSSET, un brasseur qui a publie un travail theorique de 
statistique sous le nom de Student. Au moyen de cette theorie (Student, 1908) 
nous pouvons facilement convertir l'incertitude standard en une limite de confiance 
a n'importe quel niveau de confiance, pas uniquement a 68%. Comme un guide 
grossier, nous pouvons considerer deux et trois fois l'incertitude standard comme la 
limite de confiance respectivement a 95% et a 99%. Ceci nous laisse toujours avec 
une definition de la limite de confiance qui est plus abstraite que nous le 
souhaiterions et qui depend toujours de nombreuses hypotheses parmi lesquels 
certaines sont tres vraisemblablement incorrectes. Peu de choses peuvent etre faites 
au sujet de cette abstraction, mais les biochimistes qui ne sont pas satisfaits par 
l'utilisation de tant d'hypotheses peuvent toujours diminuer ce nombre en utilisant 
la methode a distribution libre. 

La theorie necessaire pour calculer par la methode a distribution libre les limites de 
confiance des parametres de Michaelis et Menten (Cornish-Bowden, Porter 
et Trager, 1978) n'est pas particulierement difficile (en realite elle est plus aisee a 
comprendre que celle qui constitue la base du calcul des incertitudes standards) 



12 - Estimation deb constantes cinetiques 



411 



mais la decrire clairement necessiterait plus de place que nous ne pouvons en 
consacrer dans un livre d'enzymologie. Nous renvoyons les lecteurs interesses vers 
l'ouvrage de CORNISH-BOWDEN (1995b) pour plus d' information. 

12.5. GRAPHIQUES PES RESIPUS ET LEURS UTILISATIONS 

Apres que des donnees aient ete ajustees sur une equation, il est toujours utile de 
verifier si les hypotheses faites dans l'analyse sont raisonnables. Avons-nous ajuste la 
bonne equation, une autre equation aurait-elle apporte une explication plus credible 
aux observations, une equation plus simple (avec moins de parametres) aurait-elle 
donne les memes resultats ? Avons-nous faits des hypotheses statistiques raison- 
nables - par exemple, le coefficient de variation est-il constant, comme nous l'avons 
suppose dans le § 12.2.2, ou une deviation standard constante aurait-elle constitue 
une meilleure approximation ou les incertitudes experimentales varient-elles d'une 
maniere plus complexe que ces deux hypotheses ne l'impliquent ? 

La maniere la plus simple d'aborder ces questions consiste a examiner les residus 
apres l'ajustement, c'est-a-dire les differences entre les vitesses observees v et les 
vitesses correspondantes v calculees a partir de l'equation ajustee. Nous ne cherche- 
rons pas a traiter cette partie de maniere exhaustive, mais nous allons plutot indiquer 
les types d'usage qui peuvent etre faits des residus. 

Si les valeurs observees de v ont reellement un coefficient de variation uniforme, 
les differences simples (v-v) devraient avoir tendance a augmenter en valeur 
absolue lorsque la vitesse calculee v augmente, mais les differences relatives 
(v/v)-l devraient etre distributes a l'interieur d'une bande parallele autour de 
zero. D'un autre cote, si les vitesses observees ont reellement une deviation 
standard constante, les differences simples devraient etre distributes a l'interieur 
d'une bande parallele autour de zero et les differences relatives devraient avoir 
tendance a diminuer en valeur absolue lorsque la vitesse calculee v augmente. La 
figure 12.3 montre des exemples de tels graphiques des residus. lis sont faciles a 
executer, en depit de la complexite que peuvent avoir les equations qui ont ete 
ajustees, et ils peuvent fournir une information utile qui n'est pas reellement 
accessible d'une autre maniere. 

II est conseille d'avoir autant de points que possible dans un graphique des residus, 
preferentiellement plus de 30, si celui-ci doit etre utilise pour decider de la strategie 
correcte de ponderation. Ceci permet d'eviter d'etre influence indument par le 
comportement aberrant d'une ou de deux observations, puisque la dispersion est 
toujours importante. Neanmoins, meme un graphique qui contient aussi peu que 
cinq ou dix points peut etre utile pour autant que nous considerions l'interpretation 
comme une suggestion plutot que comme une information precise. 
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12.3 - Graphique des residus pour teeter {'exactitude du schema de ponderation 

a, b - La paire superieure de graphiques montre lee qraphlquee dee residue attendus quand 
toutee lee vlteeeee obeerveee out la meme deviation etandard : (a) ei la difference eimple 
(v — v) eet portee en graphique en fonctlon de v, lee points eont diepereee a I'lnterieur 
d'une bande parallele autour de I'axe dee abecieeee, male (b) ei la difference relative 
(v/v) — 1 eet portee en qraphlque, la bande a la forme d'une trompette dont I'ouverture eet 
eltuee a qauche. c, d - La palre Inferleure de qraphlquee montre lee qraphlquee dee reeldue 
attendue quand toutee lee vlteeeee obeerveee ont le meme coefficient de variation : (c) 
maintenant le qraphlque de (v — v) produit une bande en forme de coin dont I'ouverture eet 
a droite, alore que (d) le qraphlque de (v/v) — 1 produit une bande parallele. 



Les graphiques des residus sont toujours tres utiles pour reconnaitre si les deviations 
vis-a-vis de l'equation ajustee sont dues a une incertitude systematique (utilisation 
d'une mauvaise equation) plutot qu'a une dispersion aleatoire. Dans cette utilisa- 
tion, Interpretation peut etre claire meme s'il n'y a que quelques points. Par exem- 
ple, la tendance systematique du graphique des residus presente dans l'insert de la 
figure 11.1 serait immanquable meme s'il n'y avait que 6 ou 7 points plutot que 19. 
II s'agit d'un exemple construit artificiellement, mais un exemple reel est presente 
dans la figure 12.4 : notons que sans le graphique des residus l'ajustement sur le 
mauvais modele apparait excellent a l'oeil, mais avec le graphique des residus la 
nature systematique des deviations est evidente. 
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Les auteurs fournissent rarement des graphiques des residus dans leurs publica- 
tions, et done il est important pour un lecteur critique de savoir a quoi ils ressem- 
bleraient s'ils etaient presentes. Une grande precision n'est pas essentielle pour cette 
application et il s'avere souvent suffisant de retracer un graphique publie sous la 
forme d'un graphique des residus en estimant les coordonnees a l'oeil. Plus rapide et 
plus simple, nous pouvons mettre en evidence les incertitudes residuelles dans le 
graphique publie en observant la courbe tracee en placant l'oeil proche du papier. 
Cette methode fonctionne tres bien si la ligne tracee est une droite, mais elle peut 
aussi etre utilisee avec une courbe si la courbure est faible. 

Produit forme (uM) 80 r 




1 2 3 4 Temps (min) 

a - Complexe enzyme-enzyme suppose inactif 



Produit forme (liM) 80 r 




1 2 3 4 Temps (min) 

b - Complexe enzyme-enzyme traite comme actif 



12.4 - Discrimination entre modhles avec I'aide des graphiques des residus 

Deux modelee utilisee pour repreeenter la courbe d'avancement de la reaction catalyeee 
par la pbospboribulokinaee (Lebreton et GONTEKO, 1999) ne eont presque pae dletlnquablee 
quand lie eont compares sous la forme de graphlquee ordlnalree, male pour le modele qui 
traite la phoephorlbuloklnaee complexee comme Inactive (a) le qraphlque dee residue 
preeente une evidence clalre d'lncertltude eyetematlque, alore que le modele qui traite le 
complexe comme actif (b) ne le fait pae. 

II peut souvent etre impossible de tirer des conclusions definitives a partir d'un seul 
graphique, puisque le nombre d'observations peut etre trop faible, mais si plusieurs 
courbes sont tracees dans un graphique, representant des conditions experimentales 
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differentes mais proches, ou si plusieurs graphiques relies sont presentes dans un 
meme article, nous pouvons les comparer entre eux. Si plusieurs cas de ce genre 
indiquent une tendance systematique, meme si chacun de ces graphiques ne con- 
tient que quatre ou cinq points, il y a une probability elevee qu'une incertitude 
systematique soit presente. Une seule courbe comprenant cinq observations et 
presentant une distribution des residus en forme de U (par exemple, montrant un 
profil des signes de ces residus + + — +), ne doivent pas revetir une importance 
considerable, mais cinq repetitions de ce type de figure necessite une investigation 
plus poussee. Des exemples de figures presentant des incertitudes systematiques 
evidentes qui sont passees inapercues par les auteurs peuvent etre obtenus en 
quelques minutes en feuilletant n'importe quelle revue recente dans laquelle des 
graphiques cinetiques sont presentes. 

Si un graphique des residus indique que l'utilisation d'une equation plus complexe 
est souhaitable, la question est alors de decider quelle equation plus complexe nous 
devons essayer. Une fois encore, les graphiques des residus devraient s'averer utiles. 
Supposons, par exemple, que des experiences sur l'effet d'un inhibiteur ont ete inter- 
pretees en termes d'une inhibition competitive meme si une composante faible mais 
appreciable d'inhibition anti-competitive est presente. Dans ce cas l'equation incor- 
recte peut donner de bons resultats a des concentrations faibles de substrat mais de 
tres mauvais resultats a des concentrations elevees de substrat, parce que lorsque la 
concentration de substrat augmente les effets competitifs deviennent moins impor- 
tants alors que les effets anti-competitifs deviennent plus importants. Ainsi, un gra- 
phique des residus en fonction de la concentration de substrat (avec des points pour 
toutes les concentrations d'inhibiteur, superposes sur le meme graphique) devrait 
presenter une tendance systematique qui ne serait pas evidente dans un graphique 
des memes residus traces en fonction de la vitesse calculee. 

En resume, la figure 12.5 est une galerie de differents types de graphiques des resi- 
dus qui peut etre utilisee pour diagnostiquer differents types de problemes rencon- 
tres dans les experiences ou dans l'analyse des resultats. Le graphique (a) montre 
un resultat ideal (similaire a ceux des figures 12.3a et 12.3d) alors que le graphi- 
que (b) revele un choix inapproprie de la ponderation (similaire a la figure 12.3c et 
similaire dans l'idee a la figure 12.3b, bien qu'il soit different dans les details). Le 
graphique (c) indique une incertitude systematique evidente, alors que le 
graphique (d) peut indiquer une incertitude systematique, mais il est essentielle- 
ment symptomatique d'une experience mal preparee qui n'apporte pas de reponse 
claire quant au choix de l'equation a utiliser. Le graphique (e) indique un arrondis- 
sement excessif des donnees numerique a un stade trop precoce de l'analyse 
(Cardenas et Cornish-Bowden, 1993), mais dans un cadre plus general, il illus- 
tre comment l'analyse d'un graphique des residus permet d'attirer l'attention sur une 
anomalie dans la distribution des incertitudes qui passerait completement inapercue 
dans un autre type d'analyse des donnees. Le graphique (f) montre qu'une 
incertitude systematique peut etre plus compliquee qu'une simple deviation de la 
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linearite et etre neanmoins toujours detectable dans un graphique des residus. Le 
graphique (g) illustre l'effet de la presence d'une seule valeur exceptionnelle. Le 
graphique (h) est plus realiste que les autres puisqu'il illustre que les deviations par 
rapport au comportement attendu peuvent etre faibles et que plus d'un type de 
deviation peut apparaitre dans le meme graphique. Bien qu'une incertitude syste- 
matique semble presente, elle n'est pas plus importante en taille que la dispersion 
aleatoire et done il n'est pas possible de conclure. De la meme maniere, ce schema 
suggere l'existence d'une valeur exceptionnelle, mais elle n'est pas aussi evidente 
que dans le graphique (g). De plus, l'ombrage dans la figure - une interpretation 
des donnees et non une donnee en soi - influence fortement Interpretation du 
graphique. Dans le graphique (/) exactement les memes donnees sont presentees 
sans ombrage et sans indication supplementaire, ce qui fournit une vue plus neutre, 
qui suggere moins nettement l'existence d'une incertitude systematique ou d'une 
valeur exceptionnelle. 



••• 



• •• 



• •• 



Erreurs residuelles pour 
les donnees a pH7,6 ° 

-JO_j __i_i 



0,010 

.1 ,1 1 j 0,005 

#•* • »• »• 0,000 

* - 0,005 

- 0,010 

123456789 

v (pM/s) 

12.5 - Selection de graphic\ue dee residue illuetrant difference types de comportement 

(a) Diepereion aleatoire apres ajuetement de donnees en utilieant un modb\e adei\uat et 
une ponderation correcte; (b) ponderation inappropriee ; (c) incertitude systematique ; (d) 
preparation experimentale inadequate ; (e) effets d'un arrondissement excessif des 
donnees numeriques ; (f) effets plus complexes d'incertitudes systematiques ; (g) effet 
d'une seule valeur exceptionnelle ; (h) differents effets superposes ; (i) absence d'ombraqe 
et d'autre Indication, axes aussl fins que possible tout en restant visible ; (j) annotation 
excessive ou les donnees ne sont pas suffisamment mlses en evidence. 
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En general, done, bien que l'ombrage soit utile pour presenter une interpretation au 
lecteur, l'interpretation initiale devrait idealement etre faite sans ombrage et sans 
interference de toute nature. Si nous comparons les graphiques (h) et (/') avec le 
graphique (J), qui represente encore les memes donnees mais qui cette fois sont 
noyees dans les annotations du graphique, une pratique communement rencontree 
dans les graphiques publies, nous constatons que les points eux-memes ont presque 
perdu leur signification et que la tendance non-lineaire est devenue presque 
imperceptible. Idealement, un graphique des residus ne devrait contenir aucune 
annotation (aucune echelle, aucun nombre, aucun titre, aucun nom de variable) : 
toute cette information, si elle est necessaire peut facilement etre communiquee 
dans la legende. Les axes restent utiles mais ils devraient etre aussi imperceptibles 
que possible tout en restant visible, comme dans le graphique (/). 

Ces dernieres remarques s'appliquent en particulier aux graphiques des residus. 
Certaines ne s'appliquent pas aux autres types de graphiques pour lesquels releguer 
l'information dans la legende n'est pas une bonne idee. Certains points ne s'appli- 
quent pas egalement a d'autres graphiques, cependant n'importe quel graphique 
devrait s'attacher a mettre en evidence les donnees analysees et non par exemple 
une grille utilisee pour l'interpretation. TUFTE (1990), par exemple, recommande 
que si nous tracons un graphique a la main sur une feuille de papier en utilisant une 
grille tres proeminente, nous devrions tracer le graphique au dos du papier : la 
grille apparaitrait ainsi suffisamment clairement par transparence pour permettre de 
tracer le graphique, mais suffisamment faiblement pour etre ignoree par la suite. 
Plus general ement, les trois livres publies par cet auteur (TUFTE, 1983, 1990, 1997) 
sont recommandes a tous ceux qui sont serieusement interesse par la representation 
graphique d'une information. 

PR03LEME5 

12.1- Determiner par les methodes des moindres carres et a distribution libre 
les estimations des parametres de I'equation de Michaelis et Menten 
pour I'ensemble suivant de donnees : 



[A] |mM) 


v (mM min 1 ) 


[A] (mM) 


v (mM min q ) 


1 


0,219 


6 


0,525 


2 


0,343 


7 


0,512 


3 


0,411 


8 


0,535 


4 


0,470 


9 


0,525 


5 


0,490 


10 


0,540 
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Pour les deux ensembles d'estimations, tracer le graphique des residus 
en fonction de [A]. Une tendance est-elle apparente ? Si oui, quelle 
experience doit etre realisee pour decider si la tendance est reelle et 
n'est pas un artefact du a une incertitude aleatoire ? Une conclusion 
peut-elle etre tiree au sujet de la ponderation qui serait appropriee pour 
I'analyse des moindres carres ? 

J2.2-Quelles seraient les estimations des parametres obtenues a partir des 
donnees du probleme 12.1 si la valeur de v pour [A] = *\ mM etait 
0,159 mM min" 1 plutot que 0,219 mM min" 1 ? 

72.3 - Supposons que certaines donnees aient ete ajustees par la methode des 
moindres carres en utilisant les deux hypotheses de ponderation dis- 
cutees dans le texte, c'est-a-dire un coefficient de variation constant 
(§ 12.2.2) et une deviation standard constante (§ 12.2.3). Si les graphiques 
des residus suggeraient non seulement que I'incertitude simple diminue 
lorsque la vitesse augmente, mais egalement que I'incertitude relative 
augmente dans les memes conditions, nous pourrions envisager d'uti- 
liser un compromis dans le schema de ponderation en utilisant le fac- 
teur de ponderation w, = v 3 dans les equations [12.19] et [12.20]. Ecrire 
les expressions des parametres de Michaelis et Menten dans lesquelles 
cette substitution est faite et tester le resultat pour le respect des 
dimensions. 

J2.4- Intuitivement, nous pouvons penser qu'il est raisonnable que le coef- 
ficient de variation d'une quantite mesuree peut etre approximativement 
constant si cette quantite mesuree est grande, mais qu'il n'est pas 
possible de mesurer une valeur de zero exactement, c'est-a-dire qu'aux 
faibles valeurs la tendance serait en faveur d'une deviation standard 
constante. Est-ce cela qui est implique dans le compromis du schema de 
ponderation suggere dans le probleme 12.3 ? 



Solutions pes proplemes et commentates 



1.1 - Ordre 1/2 vis-a-vis de A et ordre 1 vis-a-vis de B. Un ordre 1/2 peut etre ex- 

plique en supposant que l'espece predominate dans un melange a l'equilibre 
est le dimere de l'espece chimiquement active. 

1.2 - a- La pente et l'ordonnee a l'origine sont toutes deux incompatibles. 

b - Compatible. 

c - Pente compatible, ordonnee a l'origine incompatible. 

1.3 - Pente = e~ (k 1 +k -> ) T ; le point d'intersection = (fP ]„,[P]„). 

2.1 - Les enthalpies d'activation sont typiquement d'environ 50 kJ mol" 1 . 
2.2- 0,0033 K _1 . 
3.1- a- K m /9. 

b- 9K m . 

c- 81. 

3.3 - Au moins 8,2. 

3.4- La constante d'equilibre = 5,1. La seconde experience donne une valeur 
de 1,5 pour la meme constante d'equilibre. Un changement de l'enzyme ne 
peut pas par lui-meme expliquer cette difference. Done soit les valeurs 
mesurees sont sujettes a caution, soit les conditions experimentales etaient 
differentes sans que cela ne soit specifie (par exemple, l'experience a ete 
realisee a une temperature differente ou a un /(//different). 

3.5 - Les methodes les plus precises devraient donner des valeurs proches de 
K m = 10,6 mM, V= 1,24 mM min" 1 . 

3.6. b _ V a PP = MAK^ KT = KmA — 

j ^mA j mA 



Kp Kp 
c - Quand la valeur de K P est inferieure a celle de K m . 
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3.7 - Ni les valeurs de k ou ni celles de k /K m ne sont grandes par rapport a 
celles de nombreuses reactions catalysees par un enzyme avec des substrats 
specifiques. De plus, les deux substrats utilises sont des substances non- 
naturelles qui n'existent pas dans la nature. II n'est pas possible que l'un de 
ces enzymes ait ete optimise pour agir sur ces substrats. Les resultats ne 
permettent done pas une comparaison significative entre le pouvoir cataly- 
tique des « pepzymes » et des enzymes naturelles. De plus, comme l'hydro- 
lyse de ces composes n'a aucune utilisation medicale ou industrielle evidente 
il n'est pas possible de tirer des conclusions concernant des applications 
possibles. 

3.3 - Le graphique de v en fonction du log/" A ] est le seul mentionne dans le cha- 
pitre 3 qui permettrait de distinguer aisement les trois courbes. Dans le gra- 
phique de [A]/v en fonction de [A], par exemple, la droite pour l'iso- 
enzyme avec la valeur de K m la plus grande pourrait seulement etre tracee 
en utilisant une echelle telle que la droite pour l'iosenzyme avec la valeur de 
K m la plus petite serait confondue avec l'axe horizontal. 

4.1 - Au mo ins 0,21 mM min '. 

4.2 - Maintenir la concentration totale d'ATP 5 mM en exces par rapport a la con- 

centration totale de MgCl 2 . 

4.3 - Les graphiques de Selwyn des deux decours de reaction ne sont meme pas 

approximativement superposes, la vitesse initiale de l'augmentation de [P J B 
ne correspondant qu'a la moitie de celle pour [P ] A , alors qu'une valeur 
double serait attendue a la suite du doublement de la concentration 
d'enzyme. Les resultats peuvent etre expliques par la polymerisation de 
l'enzyme en considerant que la forme la plus associee est la moins active. 

5.1 - Si Kj =(k_ l + k 2 )/k l et si cette expression est tres differente de la constante 
d'equilibre k_Jk } , comme l'affirment CHILDS et BARDSLEY (1975), alors k_ x 
doit etre petit par rapport a k 2 . Ainsi k x est environ 5. 10 3 /10^ = 50 M _1 s _1 . 
Ceci rendrait k x inferieur d'un facteur 1 4 aux valeurs typiquement mesurees 
pour les constantes de fixation observees avec de nombreux enzymes : ceci 
n'est pas impossible mais est tres improbable et done cela suggere que 
l'analyse original de Kitz et Wilson (1962) etait valable. Pour une 
discussion plus detaillee, voir CORNISH-BOWDEN (1979). 

5.2- 4mM. 

5.3 - K ic = 4,9 mM, K hl » 5 mM. Les donnees ne permettent pas une distinction 
definitive entre l'inhibition competitive pure et l'inhibition mixte parce que la 
concentration la plus elevee est inferieure a K m et done trop petite pour 
fournir une information probante au sujet de K iu . En plus, la gamme de con- 
centrations d'inhibiteur n'est pas suffisamment etendue pour permettre une 
determination precise des constantes d'inhibition. 
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5.4- a- 1. 

b- 24/6 = 4. 

5.5 - a - Le graphique en double inverse. 

b- L'ordonnee. 

c - Comme une intersection negative sur l'axe des abscisses. 

5.6 - A-C (parce qu'il donne la valeur la plus elevee de V/K m ). 

5.7 - a - L-Ala-L-Ala-L-Ala (parce qu'il donne la valeur la plus elevee de k /K m ). 

b - Oui (comparer avec le tableau 5.2). 

c - Des experiences permettant de tracer un graphique de competition. 



5.5 - Si [A] < K m , alors K„ 



1 + I est plus grand que [A J 



1 + — I quel 



que soit le rapport entre la concentration d'inhibiteur et la constante d'inhi- 
bition. Desormais, dans ces conditions un inhibiteur competitif augmente la 
valeur du denominateur de l'equation de vitesse plus qu'un inhibiteur anti- 
competitif a la meme concentration, c'est-a-dire qu'il diminue la vitesse d'un 
facteur plus important. L'inverse s'applique quand [AJ> K m . Un inhibiteur 
competitif exerce ces effets en se fixant sur la forme de l'enzyme qui est 
predominante aux faibles concentrations de substrat, alors qu'un inhibiteur 
anti-competitif le fait en se fixant a la forme qui est predominante a des 
concentrations elevees de substrat. 

5.9 - La logique de l'analyse est essentiellement la meme que celle du graphique 

de Dixon (§ 5.3), mais le resultat est oppose, c'est-a-dire que les droites se 
coupent ou [I] = —K iu et non ou [I] = -K ic . Les resultats pour l'hexo- 
kinase D implique que la N-acetylglucosamine et la glucosamine se fixe au 
meme site et que seulement une seule molecule a la fois peut etre fixee, de 
sorte que la valeur K'j est infinie. Par contre, la valeur de K'j pour la 
proteine regulatrice est la meme ou est similaire a la constante d'inhibition, 
K'j , impliquant qu'elle se fixe sur un site different de celui sur lequel se fixe 
la N-glucosamine et qu'aucun inhibiteur n'affecte la fixation de l'autre. 

5.10 - a- 17 possibilites pour chaque position donnent 17 s ~ 7. 10 9 sequences. 

b - 1 mg = 10 3 /1600 = 6. 10 7 moles quelque soit la sequence. Done chacune 
des 7. 10'especes est representee en moyenne par 8,5.10 17 mol. En mul- 
tipliant par la constante d'AVAGADRO, 6.10 23 , donne une moyenne de 
5.10 7 molecules pour chacune, bien qu'une distribution inegale entre les 
17 possibilites pour chaque position puisse toujours se traduire par quel- 
ques sequences mal representees (ou pas representees du tout) dans 
l'echantillon. 
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c- (8,5. 10" 17 mol)/(300.1(T 6 1) = 2,8. 1(T 13 M. La valeur extremement faible 
de cette concentration vis-a-vis d'une valeur typique de K m est sans 
signification puisque la specificite n'est pas determinee par K m ; puisque 
l'experience implique que les enzymes doivent choisir parmi une large 
gamme de substrats, tous disponibles simultanement, elle fournit un 
excellent test pour la specificite. 

6.1 - Les reactions bimoleculaire de substitution simple (appelees reactions SN 2 

dans les livres de chimie organique) precedent communement avec une 
inversion de configuration de l'atome substitute. La retention, comme dans le 
cas de l'oc-amylase, peut resulter de deux substitutions successives, comme 
dans un mecanisme a enzyme modifie ou dans un mecanisme de double 
deplacement. Une inversion nette, comme dans le cas de la /3-amylase, 
suggere un nombre impair d'inversions, comme dans un mecanisme a com- 
plexe ternaire ou de simple deplacement (Noter, cependant, que les donnees 
stoechiometriques n'excluent pas un mecanisme a triple deplacement, comme 
nous en avons discute dans le § 6.2.3.) 

6.2 - Le mecanisme, comme il est decrit, ne contient aucune etape de premier 

ordre, done la vitesse nette peut en principe etre augmentee sans limite en 
augmentant les concentrations de substrat. (Dans la majorite des meca- 
nismes, il existe au moins une etape de premier ordre et la saturation est 
atteinte parce que le flux a travers une telle etape ne peut etre augmente 
indefmiment en augmentant les concentrations de substrat.) 



[Bj/v en fonction de [B] donnerait des droites paralleles dont la pente 



6.3 



v = 



VfAJfBJ 



(aucun terme en fBJ) ; le graphique de 



K A K B + K A [A] + [A][B] 



est egale a l/V . 



6.4 



a - Hyperbolique. 



b- Droites paralleles avec une pente egale a l/V . Cette approche a ete peu 
utilisee, mais elle fournit une maniere plus rapide et plus simple de 
distinguer entre les mecanismes a complexe ternaire et les mecanismes a 
enzyme modifie que les methodes mieux connues. Pour une application a 
la kinase des nucleotides diphosphates, voir Garces et Cleland (1969) 



6.5 



Inhibition competitive pour toutes les paires substrat-produit. 



6.6 



Anti-competitive vis-a-vis de A ; competitive vis-a-vis de B. 



6.7 



_ . j. _ [ E](,K mA _ , _ [EJ K, nB _ , _ [EJ K iA K mB 






Solutions des problemes etcommentaires 



423 



6.3 - a- II n'y a aucun terme en [B] . 
b- Aucun. 



o- [QJ. 



d- R. 



7.1 - La capacite de catalyser une demi-reaction est une caracteristique d'un 

enzyme qui suit un mecanisme a enzyme modifie. Dans ce cas, l'enzyme 
modifie serait vraisemblablement un glycolsylenzyme. L'inhibition compe- 
titive de l'echange par le glucose indique l'existence d'un complexe distinct 
non-covalent enzyme-glucose : si celui-ci correspondait au complexe glyco- 
sylenzyme l'enzyme serait un bon catalyseur de l'hydrolyse du glucose 
1 -phosphate. 

7.2 - L'utilisation des effets isotopiques cinetiques necessite de faire l'hypothese 

que la substitution isotopique n'affecte pas les constantes de vitesse pour 
l'etape chimique, mais egalement qu'elle n'a aucun autre effet. La substi- 
tution chimique satisferait la premiere mais pas la seconde necessite. 

3.1- a- P H=pK EA . 
b- P H=pK E . 

3.2 - Une expression telle que log K m represente reellement un raccourci pour 

log( K m /K° ), ou K% (tres probablement = 1 mM) represente un etat 
standard et log V et \og(V/K m ) doivent etre interpretes de la meme 
maniere. Les definitions des etats standards impliques (c'est-a-dire le choix 
des unites de mesure) affectent la hauteur des courbes par rapport a l'axe des 
abscisses, mais elles n'ont aucun effet sur leurs formes et en particulier elles 
n'ont aucun effet sur les valeurs de pH auxquelles il y a des variations de 
pente. Done, les etats standards peuvent rester indefinis sans que cela 
n'affecte les valeurs de pK a . 

3.3 - pK x = 5,99 ; pK 2 = 7,21. Si la valeur de 6,10 fait reference au pK u , alors, 

pK u = 6,64, pK 22 = 7,10, pK 2l = 6,56 ; si elle fait reference a pK 22 , alors, 

pK n = 7, 10, pK 12 = 6,03, pK 2l = 7,17. 

Dans les deux cas, pK { + pK 2 = pK l { + pK 22 = pK 2l + pK l2 . 

3.4 - II faut premierement noter que les constantes de vitesse pour la fixation et la 

liberation du substrat et du produit peuvent seulement etre independantes de 
l'etat de protonation si H 2 E, H 2 EA et H 2 EP ont la meme paire de constantes 
de dissociation, K l et K 2 . II n'est done pas necessaire de defmir / ([H + J) 
separement pour H 2 E, H 2 EA et H 2 EP. 



pendante du pH si k 2 est tres petit ou si k i = k_ l . Dans chacun des cas, elle se 
simplifie en K m = k_ x /k { . 



Alors, K m = — + 



k 2 (k,-k_ x )f([H + ]) 



Cette equation peut etre inde- 
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3.5 - Non : un graphique d'ARRHENIUS avec ces donnees montre une courbure 
prononcee, caracteristique des effets combines de deux ou de plusieurs cons- 
tantes de vitesse plutot qu'une droite qui est attendue pour la dependance a la 
temperature d'une constante de vitesse elementaire. 

9.1 - La pente = [H + Ce graphique exprime la cooperativite de maniere plus 
directe que le graphique de Hill parce que sa pente a toujours le meme signe 
que celui de la cooperativite. 

9.2- v= V ^ [A] + V * [A] 
K ml + fAJ K m2 +[AJ 

dv _ K m \V\ _ + _ K m2 V 2 



d[A] (K ml + [AJ) 2 (K m2 +[AJ) 2 
d 2 v _ 2K m) V\ 2K m2 V 2 



dfAJ 2 (K ml + fAJ) 3 (K m2 + [AJ) 3 

Puisque les parametres cinetiques et la concentration de substrat doivent 
obligatoirement etre des grandeurs positives, cette expression peut unique- 
ment etre de signe negatif. Un graphique de v en fonction de [A J ne peut 
done pas etre une sigmo'fde. 

9.3- [H + ] = l+ LAI l A J , La valeur extreme de est 

K 2 +[A] K l + [AJ 




obtenue quand [A] = -^K X K 2 . 

9.4 - K!=K 4 . Pour demontrer cette egalite, il faut deriver une expression pour 

Y/(l-Y) a partir de l'equation [9.14] et alors trouver la condition pour 
l'identite des deux expressions quand [A] est negligeable et quand [A] est 
tres grand. 

9.5 - A faibles concentrations, il y a de nombreux sites de fixation disponibles 

pour le substrat et l'inhibiteur, et la competition entre les deux est minimale ; 
ainsi l'effet predominant de l'inhibiteur est de promouvoir le changement de 
conformation qui favorise la fixation du substrat, et done il apparait comme 
un activateur. A concentrations elevees, la competition ordinaire predomine 
et entraine l'inhibition attendue. 

10.1- ^ & demi-saturation, [H + J a tres faible valeur de [A] et a des 

valeurs elevees de [A] . 
10.2 - C{ =0,5, C{ =0,333, C{ =0,167 (a partir des equations [10.30]-[10.32]). 

10.3- C-j = (-°> l5 )(-°> 25 ) = o 1875 (a partir de l'equation [10.38]). 
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Une methode basee sur la surexpression d'enzymes limitant la vitesse peut 
uniquement fonctionner si les enzymes limitant la vitesse existent et conti- 
nuent a limiter la vitesse quand leurs activites augmentent. L'analyse du con- 
trole metabolique suggere non seulement que les enzymes limitant la vitesse 
n'existent pas mais aussi que les coefficients de controle du flux d'un enzyme 
tendent a diminuer quand l'activite dans le systeme est augmentee. Done, la 
strategic proposee ne peut pas fonctionner. Pour une discussion plus appro- 
fondie de ce point, voir CORNISH-BOWDEN (1995 c) et pour une application 
voir NlEDERBERGER (1992). 

Le mecanisme le plus simple en accord avec les resultats est un mecanisme 
de MlCHAELIS-MENTEN irreversible, e'est-a-dire un mecanisme dans lequel 
k_ 2 =0. Dans ce cas, les equations [1 1.27]-[1 1.28] sont simplifiees et four- 
nissent : k, « 2.10" 6 M" 1 s" 1 , k 2 « 60 s" 1 , k_, « 130 s" 1 . 

-t -t 

11.2 - Les donnees ont ete calculees a partir de y = 16,37 + 46,3 e 3 72 +29,7 e 11,41 , 

mais les valeurs suivantes sont typiques de celles qui pourraient etre obte- 
nues en utilisant la methode d'epluchage decrite dans le § 11.4.2 : A = 17, 
B = 42,5, C = 33,4, T, = 3,4 ms, T 2 = 10,3 ms. 

11.3 - II faut noter que les concentrations finales apres melange etaient les memes 

dans les deux experiences, et la concentration de substrat etait suffisamment 
elevee pour entrer en competition effective avec l'inhibiteur. Les differentes 
constantes de temps indiquent que le processus le plus lent (r=15ms) 
correspond approximativement a la liberation de l'inhibteur a partir du 
complexe enzyme-inhibiteur, e'est-a-dire que l/k^j - 15 ms, k off ~ 67 s" 1 . 
Des lors, k ow = 3,3 10 6 M _1 s _1 . L'observation selon laquelle la liberation de 
l'inhibiteur est l'etape qui limite la vitesse dans l'experience (b) n'a aucun 
effet sur Interpretation de K, comme constante d'equilibre. Ceci decoule du 
fait qu'il fait reference a une reaction en cul-de-sac (voir § 6.3.6.3). 

12.1 - Les moindres carres : K m = 1,925 mM, V= 0,666 mM min 

Distribution libre : K m * =1,718 mM, V* = 0,636 mM min" 1 . 
La tendance des residus suggere que l'enzyme est sujet a une inhibition par le 
substrat, de sorte qu'il serait incorrect de tirer des conclusions au sujet des 
poids statistiques appropries tant que les donnees n'ont pas ete ajustees sur 
une equation plus adequate que l'equation de Michaelis-Menten. II serait 
egalement souhaitable de disposer de bien plus que 1 observations. 

12.2 - K„ = 2,147 mM, V= 0,737 mM min" 1 ; 

K m * = 1,718 mM, V* = 0,638 mM min" 1 (si vous obtenez K* = 1,677 mM, 
V* = 0,632 mM min" 1 , vous devriez consulter la discussion dans le § 12.3.5). 
Les resultats, quand ils sont compares avec ceux du probleme 12.1, illustrent 
le point general selon lequel les estimations par la methode des moindres 



10.5- 



11.1 - 
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carres sont beaucoup plus sensibles que les estimations par la methode des 
distributions libres pour la presence des mauvaises observations exception- 
nelles. 



v 



I A] 



[A] 2 ' IA11A1 [A] ' [A] [A] 

Dans le numerateur de l'expression pour K m , les deux termes ont les dimen- 
sions de v 5 / [A] , alors que dans le denominateur ils ont les dimensions de 
v 5 1 [A] 2 , de sorte que l'expression dans son ensemble a les dimensions de 
[A] , ce qui est correct. L'analyse de l'expression de V est similaire. 

12.4 - Non, cela implique l'oppose. II faut noter que les poids statistiques v 3 pour 
l/v correspondent approximativement aux poids statistiques de l/v pour v, 
c'est-a-dire qu'ils supposent une variance de v pour v ou une deviation 
standard de v 1/2 : loin d'etre approximativement constante pour les petites 
valeurs et fortement croissante pour les grandes, elle augmente rapidement a 
partir de l'origine et stagne lorsque v augmente. 
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